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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Immunsystem ist die wesentliche Barriere unseres Organismus zur Bekampfung von Pathoge-
nen. Zahlreiche Zellgruppen agieren in seinem Rahmen autonom durch ihre spezifischen Funktio-
nen, wobei die interzelluldren Interaktionen ebenso relevant fiir den Erfolg der Imnmunabwehrfunk-
tionen sind. Insbesondere die CD4*) T-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der Regulation der Im-
munantwort und der Vermeidung von Autoimmunreaktionen, da ihre Fahigkeit zum Klassentausch
entscheidend fir die Anpassung an unterschiedliche Pathogene und Umgebungsbedingungen ist.
Die Visualisierung von T-Zellen, insbesondere der CD4"* T-Zellen, gewinnt daher im Kontext von
Entzindungsprozessen und Autoimmunerkrankungen eine groRe klinische Bedeutung. Das Haupt-
ziel der vorliegenden Arbeit liegt sowohl in der Optimierung der Visualisierung als auch in der Ver-
besserung der Markierungsspezifitit von CD4!*) T-Zellen in der °F-Magnetresonanztomographie
(**F-MRT). Aufgrund ihrer Nichtinvasivitat ist die MRT ein beliebtes bildgebendes Verfahren fir die
medizinische Diagnostik. Der Einsatz nichttoxischer fluorbasierter Kontrastmittel, in diesem Fall
sind dies Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs), soll diese in ihrer Genauigkeit und Effizienz er-
ganzen. Die Arbeit setzt sich aus mehreren Schritten zusammen, die sich auf die Untersuchung des
passiven und aktiven Aufnahmeverhaltens von PFCs durch die Zielzellen konzentrieren. Im ersten
Schritt wurde hierzu die passive PFC-Aufnahme durch Leukozyten untersucht. Dabei wurde geprift,
wie die Zellen die PFCs ohne zusatzliche Modifikationen aufnehmen. Auch der Einfluss einer PEGy-
lierung der Partikel auf die Partikelinkorporation wurde analysiert. So konnte mit einer PEGylierung
der Partikel von 20 mol% die Aufnahme durch phagozytisch aktive Zellen erfolgreich gehemmt wer-
den. Innerhalb dieser Arbeit wurde zudem auf Grundlage einer Biotin-Avidin-Kopplungsstrategie
ein Targeting-System zur Markierung von CD4™ T-Zellen mit biotinylierten PFCs etabliert. Einer der
hierfir wichtigsten Schritte stellte die Biotinylierung der Nanopartikel dar, welche mittels anschlie-
Render MR-Bildgebung bestatigt wurde. Auch die Bindung biotinylierter Anti-CD4-Antikorper an die
T-Zell-Oberflache erwies sich als erfolgreich. Im aktiven Targeting der PFCs lieR sich eine praferierte
Partikelinkorporation biotinylierter PFCs durch CD4" T-Zellen darstellen und die Biotin-Avidin-

Kopplung zwischen Zellen und PFCs bestatigen.

Insgesamt liefert diese Arbeit somit wichtige Erkenntnisse zur Optimierung bildgebender Verfahren
und zur zielgerichteten Darstellung spezifischer Zellpopulationen. Fir zuklnftige Projekte wird eine
Uberarbeitung der Targeting-Strategie empfohlen, um eine noch préazisere und spezifischere Bin-
dung der Partikel an CD4™ T-Zellen zu erreichen. Die gewonnenen Erkenntnisse kénnen langfristig
zur Verbesserung diagnostischer und therapeutischer Ansatze beitragen, indem sie eine genauere

Visualisierung von Immunzellen ermdoglichen.



Summary

Summary

The immune system is the essential barrier of our organism to combat pathogens. Numerous cell
groups act autonomously within its framework through their specific functions, whereby the
intercellular interactions are just as relevant for the success of immune defence functions. CD4*) T
cells in particular play a central role in the regulation of the immune response and the avoidance of
autoimmune reactions, as their ability to switch classes is decisive for the adaptation to different
pathogens and environmental conditions. Therefore, the visualisation of T cells, especially CD4") T
cells, is of great clinical importance in the context of inflammatory processes and autoimmune
diseases. The main aim of the present work is to optimise the visualisation and to improve the
labelling specificity of CD4™ T cells in '°F magnetic resonance imaging (**F MRI). Due to its non-
invasiveness, MRI is a popular imaging technique for medical diagnostics. The use of non-toxic
fluorine-based contrast agents, in this case perfluorocarbon nanoemulsions (PFCs), is intended to
complement it in terms of accuracy and efficiency. The work consists of several steps which focus
on the investigation of the passive and active uptake behaviour of PFCs by the target cells. In the
first step, passive PFC uptake by leukocytes was investigated. This involves examining how the cells
take up the PFCs without additional modifications. The influence of PEGylation of the particles on
particle incorporation by the leukocytes was also analysed. Particle-PEGylation of 20 mol%
suppressed the uptake by phagocytically active cells successfully. Within this work, a targeting
system for labelling CD4™ T cells with biotinylated PFCs was also established using a biotin-avidin
coupling strategy. The biotinylation of the nanoparticles was one of the most important steps in this
process, which was confirmed by subsequent MR imaging. The binding of biotinylated anti-CD4
antibodies to the T-cell surface also proved to be successful. In the active targeting of PFCs, a
preferential particle incorporation of biotinylated PFCs by CD4™ T cells was demonstrated, thus

confirming the biotin-avidin interaction between cells and PFCs.

In summary, this work provides important insights into the optimisation of imaging techniques and
the targeted imaging of specific cell populations. For future projects, a revision of the targeting
strategy is recommended in order to achieve even more precise and specific binding of the particles
to CD4™ T cells. In the long term, the knowledge gained can contribute to the improvement of

diagnostic and therapeutic approaches by enabling more precise visualisation of immune cells.
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Einleitung

1. Einleitung
1.1. Die Immunabwehr

Der Mensch ist konstant Krankheitserregern ausgesetzt, die durch Inhalation, oral oder lber die
Haut und Schleimhaute aufgenommen werden. Dabei ist die allgemeine Immunantwort zur Abwehr
von Infektionen und zur Aufrechterhaltung der Gesundheit und des Wohlbefindens eines
Individuums von entscheidender Bedeutung. Das Immunsystem ist ein komplexes Abwehrsystem,
welches mithilfe des Zusammenspiels verschiedener Zellen, Signalstoffe und Molekiile den Wirt vor
Pathogenen schiitzt. Umgesetzt wird dies durch die Regulation von Inflammation und Apoptose, die
Erkennung von verletztem und erkranktem Gewebe, die Induzierung von Reparaturprozessen sowie
die direkte Abt6tung von Erregern. Vereinfacht kann man bei Wirbeltieren, also auch bei Menschen,
das angeborene von dem adaptiven Immunsystem unterscheiden, wobei die Grenzen aufgrund
reger Interaktionen mittlerweile als flieBend dargestellt werden.! Eine prazise Regulation des
Immunsystems ist erforderlich, um Uberreaktionen zu verhindern und eine angemessene Reaktion

auf Erreger zu gewahrleisten.

1.1.1. Die angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort, auch Innate Immunity genannt, bildet die erste Verteidigungslinie
des Korpers gegen Krankheitserreger und legt den Grundstein fir die Entwicklung einer
spezifischen, erworbenen Immunitdt. Bei einer Infektion werden zunachst pathogene Organismen
durch angeborene Abwehrmechanismen erkannt. Dazu gehéren Hautbarrieren, Schleimh&ute und
phagozytierende Zellen. Die Zellen des angeborenen Immunsystems erkennen die
charakteristischen Strukturen der Erreger, bekannt als Pathogen Associated Molecular Patterns
(PAMPs), anhand spezieller Mustererkennungsrezeptoren (Pattern Recognition Receptors, PRRs).?
Dadurch liefert sie eine sofortige antigenunabhangige Antwort auf Pathogene. Die Zellen verfiigen
zudem Uber die Fahigkeit, die adaptive Immunantwort einzuleiten, indem sie Antigene prasentieren
und dadurch Lymphozyten des adaptiven Immunsystems aktivieren. Makrophagen sind die ersten
Zellen, die auf die eindringenden Erreger bzw. Gewebeschdden reagieren. Sie bewirken die
Ausschiittung und Aktivierung von Zytokinen und Chemokinen in das umliegende Gewebe und den
Blutkreislauf und differenzieren sich je nach lokalem Entziindungsmilieu in mehrere verschiedene
Makrophagen-Subtypen.>* In der Folgereaktion werden weitere Immunzellen wie neutrophile
Granulozyten und natdrliche Killerzellen rekrutiert und stimuliert, welche reaktive Sauerstoffspezies

und andere antimikrobielle Molekiile freisetzen. Zu den antimikrobiellen Substanzen gehdren unter
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anderem Lysozyme, welche die Zellwand von Bakterien angreifen, sowie Defensine, die das
Wachstum von Mikroorganismen hemmen. Die Phagozytose ist eine weitere bedeutungsvolle
Fahigkeit dieser Zellen, denn sie ermdglicht die Aufnahme und Verdauung von anderen Zellen und
Zellbestandteilen. Zudem wird das Komplementsystem, welches sich aus Plasmaproteinen
zusammensetzt, aktiviert, um Krankheitserreger zu markieren und zu bekdmpfen. Es unterstiitzt die

Phagozytose, verstarkt die Entziindungsreaktion und wirkt direkt auf Erreger ein.’

Zwar ist die angeborene Immunantwort unerlasslich fiir die direkte und effektive Bekampfung von
Erregern, jedoch ist sie unspezifischer als ihr Pendant, die adaptive Immunantwort. Deren Wirkung
beruht auf antigenspezifischen Zellen und tritt zwar erst nach Stunden bis Tagen nach Exposition

ein, ist dafiir aber weitaus zielgerichteter und wirkungsstérker als die Innate Immunity.®

1.2. Lymphozyten — Die Effektorzellen der adaptiven Immunantwort

Im Zentrum der adaptiven Immunantwort stehen die Lymphozyten, die sich in T- und B-Zellen
untergliedern lassen und auf externe Stimulation angewiesen sind.” Inaktive B-Zellen zirkulieren im
Blut und den sekundaren lymphatischen Organen bis sie auf ihr spezifisches Antigen treffen. Zu
ihren Hauptaufgaben als antigenprasentierende Zellen (antigen-presenting cells, APCs) gehéren die
Erkennung und Aufnahme des Antigens und dessen Prasentation auf ihrer Zelloberflache. Nach
Aktivierung durch Interaktion mit T-Zellen kénnen die B-Lymphozyten zu Plasmazellen
differenzieren, proliferieren und spezifische Antikdrper gegen das Antigen produzieren.® Diese
Prozesse ermdglichen die gezielte Bekampfung des Erregers. Die Aufgaben der T-Lymphozyten
liegen im Wesentlichen in der Auslosung und Aufrechterhaltung von Immunreaktionen, der
Homoostase und dem Aufbau eines immunologischen Gedachtnisses. Gedachtniszellen sind bei der
schnellen und effektiven Reaktion des Immunsystems auf eine erneute Exposition bekannter
Pathogene von hoher Relevanz. Sowohl T- als auch B-Zellen kénnen Gedachtniszellen bilden, welche
sich durch ihre Fahigkeit auszeichnen, spezifische Antigene aus der Umwelt, von Krankheitserregern
und von entarteten Zellen zu erkennen. Die Erkennung erfolgt durch die Bindung von Antigenen an
Rezeptoren auf der Oberflache der T- und B-Zellen. B-Zellen werden im peripheren Gewebe aktiviert
und konnen dort direkt zu Gedachtniszellen differenzieren. T-Zell-Vorlauferzellen, die aus dem
Knochenmark stammen, wandern in den Thymus, ein lymphatisches Organ, wo sie einem
Auswahlprozess unterzogen werden und in reife T-Zellen differenzieren. Ein Teil dieser reifen T-
Zellen wird zu naiven T-Zellen, die bereit sind, auf spezifische Antigene zu reagieren und

Gedichtniszellen zu bilden.® Im Falle der T-Zellen werden Antigene von spezialisierten APCs in Form
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von Peptid-MHC-Klasse-I- und lI-Komplexen prasentiert. Diese Komplexe ermdéglichen es den T-
Zellen, die prasentierten Antigene zu erkennen und daraufhin eine Immunantwort zu initiieren. Die
T-Zell-Gedachtniszellen behalten die Fahigkeit, das spezifische Antigen, auf das sie bei der ersten
Exposition gestoRen sind, zu erkennen. Dadurch kénnen sie bei einer erneuten Exposition schnell

aktiviert werden und eine beschleunigte und starkere Immunantwort ausldsen.

Wahrend die Entwicklung von B-Zellen in vitro mit Stromazellen aus dem Knochenmark
reproduzierbar ist, ist dies fur T-Zellen nicht der Fall: Die erfolgreiche und ordnungsgemaRe T-Zell-
Entwicklung scheint demnach thymusabhéangig, geleitet von einzigartigen Signalen thymischer
Stroma-oder Epithelzellen, zu sein.’® Grob lassen sich CD4" T-Helferzellen, welche andere
Immunzellen bei der Elimination der Pathogene unterstiitzen, und zytotoxische CD8™ T-Zellen,
welche der direkten Abtotung virusinfizierter und entarteter Zellen dienen, unterscheiden. Nach
Bindung des Antigens (iber den T-Zell-Rezeptor werden die T-Zellen stimuliert und eine
Signaltransduktionskaskade ausgeltst, welche weitere Prozesse wie die Zytokinproduktion oder
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren in Gang setzt. Durch ihre Fahigkeit B-Zellen bei der
Produktion von Antikdrpern zu unterstiitzen, Makrophagen zu verstarkter Aktivitat zu verhelfen und
Granulozyten an Infektions- und Entziindungsherde zu rekrutieren, steuern sie eine ganze Reihe an

1

Immunreaktionen.!* Sie werden zudem als Hauptverursacher vieler Entziindungs- und

Autoimmunkrankheiten angesehen.

1.2.1. Die zentrale Rolle der CD4'*) T-Zellen fiir die Inmunabwehr

CD4™ T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt, sind durch ihr Oberfldchenprotein CD4 (CD = Cluster of
Differentiation) gekennzeichnet. Im Jahr 1986 konnten Timothy Mossman und Robert Coffman in
ihrer Pionierarbeit erstmals zeigen, dass die CD4-T-Zelllinien basierend auf ihrer Zytokinproduktion
in zwei Gruppen unterteilt werden kénnen: In IFN-produzierende und IL-4-produzierende/ Typ1-
(Th1) und Typ2 T-Helferzellen (Th2).}*13 Seither wurden weitere Untergruppen anhand
charakteristischer Zytokinprofile identifiziert, darunter Typ17- (Th17) und Typ9 (Th9) T-Helferzellen,
regulatorische T-Zellen (Treg) und follikuldre T-Helferzellen.'* Daneben werden sie auch mithilfe der
Analyse von extrazelluliren Proteinen, intrazelluldren  Transkriptionsfaktoren  und
Effektormolekiilen typisiert.'>® Die Subpopulationen spielen eine entscheidende Rolle bei der
Immun- und Effektorantwort der T-Zellen, da sie je nach Phanotyp und Zytokinrepertoire

unterschiedliche Funktionen aufweisen.

Was die CD4!Y) T-Zellen besonders interessant macht, ist ihre hohe Plastizitét, die sie in Abhangigkeit

vom Krankheitsprofil, dem umgebenden Zytokin- und Chemokinmilieu und reguliert durch
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epigenetische Prozesse zur Differenzierung in andere CD4™ T-Zell-Subtypen befihigt.?’-*° So kénnen
Treg-Zellen durch Verlust des Transkriptionsfaktors FOXP3 (Forkhead-Box-Protein P3) zu Tfh-Zellen®
oder unter IL6-und IL-21-Stimulation zu IL-17 produzierenden Zellen reifen.?! Diese Eigenschaft ist
elementar fir die Balance von protektiven und destruktiven Mechanismen in Entziindungsherden
und ermoglicht nicht nur eine hohe Anpassungsfihigkeit, sondern auch eine hochadadquate
Immunantwort. Dennoch birgt das Potenzial zur Plastizitdt die Gefahr einer Fehlregulation mit
vorrangig pathologischen Auswirkungen auf den Organismus. Gerade bei den Treg-Zellen ist dies
mit einem erhohten Vorkommen von Autoimmunkrankheiten, Allergien und nicht zuletzt
TransplantatabstoBungen assoziiert.'* Abbildung 1 stellt einige Moglichkeiten der Umwandlung und

Plastizitat der Subtypen dar.

Naive
CD4+ T-Zelle

IL12, IFNy L4, IL2 TGF-B, IL4 ‘ TGF-B, IL6 TGF-B, IL12 IL6, IL21

Thi Th2 Th9 Thi7 Treg Tfh
IFNy IL4 IL9 IL21 IL10 IFNy
Lfol IL9 IL17a | FOXE3 | 1grp | IL6 L4

<+ —
IL2 IL13 e IL4 IL17F IL35 IL10
"\

IL12

Abbildung 1: Differenzierung naiver CD4™) T-Zellen in verschiedene Sybtypen. Dargestellt ist der Einfluss
bestimmter Zytokin-Milieus auf die Differenzierung der Zellen durch die blauen Pfeile. Die Plastizitdt der T-
Zell-Subtypen unter dem Einfluss eines bestimmten Zytokins oder durch Verlust der Aktivitdt von
Transkriptionsfaktoren wird durch die roten Pfeile dargestellt. Die fiir die Subgruppe typisch produzierten
Zytokine sind eingerahmt. Quelle: Eigene Darstellung

1.2.2. Die Rolle der CD4"*) T-Zellen im Myokardinfarkt

Der Herzinfarkt stellt als schwerwiegende Folge der koronaren Herzkrankheit eine global flihrende
Urache fiir die zunehmende Mortalitidt und Morbiditit dar.?? Nicht nur die Ischadmie an sich, sondern
auch ReperfusionsmaRnahmen fillhren neben einer Gewebsschadigung zur Freisetzung von

Mediatoren wie DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns), Zytokinen und Chemokinen,
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welche eine Entziindungsreaktion auslésen.?® Diese Reaktion fiihrt wiederum zur Einwanderung
von Immunzellen wie Myelozyten und Lymphozyten in das betroffene Gewebe. Unter diesen
scheinen die CD4™ T-Zellen im Heilungsprozess von hoher Relevanz zu sein, da sie in der Lage sind,
mit Makrophagen und kardialen Fibroblasten zu interagieren.?*?> Hierbei stehen die pro-
inflammatorischen destruktiven Mechanismen den regenerativen anti-inflammatorischen
gegeniber. Andere Arbeitsgruppen konnten bereits einige Signalwege, liber welche T-Zellen
aktiviert und zur Proliferation angeregt werden, in ihrer Multidimensionalitdt und Komplexitat
darstellen. So sind die regulatorischen T-Zellen, die durch den Transkriptionsfaktor FOXP3+
identifiziert werden, ausschlaggebend fiir die Selbsttoleranz des Immunsystems.?® Indem sie die
Immunreaktivitat begrenzen, wird die Entwicklung von Autoimmunkrankheiten gehemmt und eine
tiberschiissige Immunantwort verhindert.?” Sie schaffen ein anti-inflammatorisches Milieu im
Infarktgebiet und induzieren dariber hinaus die Differenzierung von M1- zu M2-Makrophagen,
welche wegen ihrer fibroproliferativen und Angiogenese-fordernden Funktionen die
Gewebeheilung und Narbenbildung unterstiitzen.?*?® Dabei zeigen die T-Zell-Subtypen selbst auch
fibroproliferative Eigenschaften.?® Die Arbeitsgruppe Rieckmann grenzt sogar fiir das Myokard
charakteristische T-Zellen ab, die primar durch das kardiale Antigen MYHCA (myosin heavy chain a)
aktiviert werden und einen kardioprotektiven Phanotyp ausbilden.?® AuRBerdem wird ein spezielles
Migrationsverhalten der MYHCA-T-Zellen mit selektiver Akkumulierung im Myokard und
mediastinalen Lymphknoten beschrieben. Nicht zu vernachlassigen sind dennoch lberschieRende
Kollagenbildung und Aktivitdt pro-inflammatorisch wirkender T-Zellen, die im Kontext eines
Myokardinfarkts auftreten. Man spricht dabei von ,adverse cardiac remodeling”, also einem
ungiinstigen Gewebeumbau des Myokards.**3° Eine Verdnderung der Herzarchitektur kann das

Risiko fiir die Manifestation einer Herzinsuffizienz deutlich erhéhen.3!

1.3. Bildgebung von T-Zellen

Die Bildgebung von T-Zellen tragt wesentlich zum Verstdndnis ihrer Funktionen in der
Immunantwort im Rahmen verschiedener Erkrankungen bei. Sie ermoglicht die Visualisierung und
Analyse der T-Zell-Interaktionen in Geweben und Organen, was die Entwicklung neuer Therapien

und Impfstoffe, die T-Zellen anvisieren, vorantreibt.

Verschiedene bildgebende Verfahren kommen bei der Untersuchung von T-Zellen in Frage. Eine
gangige Methode ist die Verwendung der Fluoreszenzmikroskopie, bei der die Zellen mittels
spezifischer Antikdrper oder Farbstoffe markiert werden. Diese Markierungen erméglichen es, die

Zellen unter dem Mikroskop sichtbar zu machen und ihre Lokalisation in Geweben oder Organen zu
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analysieren. Durch die Kombination von mehreren Markierungen kann auch die Expression von
bestimmten Oberflichenmolekilen oder Zellaktivitdten innerhalb der T-Zellen untersucht
werden.3? Die Anwendung spezifischer Fluorochrome, die selektiv an bestimmte Proteine oder
Molekiile in den T-Zellen binden, erlaubt die Visualisierung komplexer Interaktionen und raumlicher
Verteilungsmuster von Markern in den Zellen.3 Die Durchflusszytometrie hingegen erméglicht eine
solche Analyse auf Einzelzellenebene. Auch hier werden Fluorochrome verwendet: Diese binden an
spezifische Oberflachenmolekiile auf T-Zellen, sodass diese Marker auf den Zellen quantifiziert und
verschiedene T-Zell-Subpopulationen unterschieden werden kdnnen. Zusatzlich erlaubt es die
Untersuchung von intrazellularen Molekilen, zelluldren Signalwegen oder Zytokinen, um die
Funktion und Aktivierung von T-Zellen detailliert zu charakterisieren.>* Die Kombination der
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie eréffnet ein breites Spektrum an analytischen
Moglichkeiten fiir die T-Zellforschung, einschlieflich der Untersuchung von Antigenprasentation,

Zellmigration und immunologischer Reaktionen.

Eine weitere Technik ist die Positronenemissionstomographie (PET), bei welcher radioaktiv
markierte Molekile verwendet werden, um spezifische Zielstrukturen im Kérper zu erfassen. Durch
die Markierung von T-Zellen oder von T-Zell-Antikdrpern mit radioaktiven Substanzen kénnen ihre
Verteilung und Migration im Korper in Echtzeit verfolgt werden.®>3¢ Dies erméglicht die
Untersuchung von Entziindungsreaktionen, Autoimmunerkrankungen oder Krebserkrankungen?’,
bei welchen T-Zellen eine wichtige Rolle spielen. Darliber hinaus kommen auch bildgebende
Verfahren wie die Magnetresonanztomographie (MRT) und die
Einzelphotonenemissionstomographie (Single-Photon-Emissions-Computertomografie, SPECT) zum
Einsatz, um T-Zellen darzustellen und ihre Aktivititen zu untersuchen.3® Diese nichtinvasiven
Verfahren bieten detaillierte Informationen (ber die rdumliche Verteilung und funktionellen

Eigenschaften von T-Zellen im Korper.

Die beschriebenen Verfahren erfordern meist eine Isolation und Markierung der T-Zellen vor
Durchfiihrung der Bildgebung, wodurch die natiirliche Migration der Zellen zum Entziindungsherd
manipuliert wird. Weiterhin ist nicht bekannt, inwiefern sich die Modifizierung der Zellen auf ihre
Eigenschaften auswirkt, da unter anderem toxische und radioaktive Stoffe verwendet werden. Es ist
winschenswert, bildgebende Verfahren einzusetzen, die nichttoxische Substanzen zur in vivo-
Markierung der T-Zellen verwenden, sodass ihre Funktionen und Struktur so wenig wie moglich
beeinflusst werden. Im Rahmen dieser Arbeit soll die T-Zell-Markierung mithilfe von Perfluorkarbon-
basierten Nanoemulsionen untersucht werden, ohne dass eine vorherige Trennung von anderen

Zellgruppen erforderlich ist, um sie in der MRT darstellen zu kénnen.
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1.4. MRT und F-MRT

Die Magnetresonanztomographie ist ein nichtinvasives Schnittbildverfahren, welches eine
Darstellung von Weichteilstrukturen und Nervengewebe in verschiedenen Raumebenen
(transversal, koronar und sagittal) erlaubt. Vor allem in der klinischen Diagnostik ist es ein nicht
mehr wegzudenkendes Hilfsmittel. Anders als bei anderen Schnittbildverfahren kommen dabei
keine ionisierende Strahlung, sondern ein starkes Magnetfeld und Hochfrequenzimpulse zum

Einsatz.?°

Die bei der MR-Bildgebung detektierten Signale werden von Atomkernen abgeleitet, die wie
bespielsweise Wasserstoffatome (*H) endogen im Organismus vorhanden sind oder in Form eines
Kontrastmittels in diesen eingebracht werden. Die Protonen der Atome mit ungerader
Nukleonenzahl verfiigen Gber einen kreiselahnlichen Eigendrehimpuls um die eigene Achse. Diese
sogenannten Kernspins bewirken eine rotierende elektrische Ladung und induzieren ein schwaches
Magnetfeld, das magnetische Moment. Wird nun ein starkes externes Magnetfeld angebracht,
neigen die Kernspins zundchst dazu, der Richtung des Magnetfelds auszuweichen. Diese
Prazessionsbewegung erfolgt mit einer charakteristischen Frequenz, die Larmorfrequenz genannt
wird.*® Sie ist proportional zur Stirke des Magnetfeldes. Die Spins richten sich erst allmihlich
parallel entlang der Magnetfeldrichtung aus. Durch gepulste Hochfrequenzstrahlung gleicher
Frequenz findet eine Energielibertragung auf die Protonen, die sogenannte Anregung, statt, welche
die Prazessionsbewegungen synchronisiert. Die Atomkerne lassen sich dadurch auf ein héheres
Energieniveau anheben und kehren nach Abschalten des Impulses in ihren Grundzustand zurick,
was als Relaxation bezeichnet wird. Der magnetische Impuls, der bei diesem Vorgang durch die
aufgenommene und abgegebene Energie entsteht, kann als Kernspinresonanzsignal dargestellt
werden. Dabei dienen Gradientenspulen im Inneren des Hauptmagneten der Ortslokalisation der

Signale.

Neben H kommen weitere MRT-aktive Isotope zum Einsatz, zum Beispiel *C, 7O oder auch *°F.
Besonders das Fluorisotop °F ist von Interesse, da es nicht nur eine dhnliche Empfindlichkeit wie
der !H-Kern aufweist, sondern auch physiologisch in Wirbeltieren nicht vorkommt.?® Diese
Eigenschaft ermoglicht eine exakte und artefaktfreie Signaldetektion fluorhaltiger Kontrastmittel.
Eine exakte anatomische Lokalisation der °F-haltigen Verbindungen innerhalb des Kérpers lasst sich

durch die *H /*°F -MR-Bildgebung umsetzen.*
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1.4.1. PFCsin der MR-Bildgebung

Wie oben beschrieben hat die 1°F-Magnet-Resonanz-Tomographie bereits einen hohen Stellenwert
in der medizinisch-diagnostischen Bildgebung. Die Nachfrage nach fiir bildgebende Verfahren
geeignete und in vivo anwendbare °F-haltige Kontrastmittel ist somit groRR. Zu den °F-haltigen
Substanzen zdhlen unter anderem vollstandig mit Fluor substituierte Kohlenstoffketten - die
chemisch inerten und nichttoxischen Perfluorkarbone. Perfluorkarbone sind wasserunsloslich und
werden aufgrund dessen in Lipiden emulgiert, bevor sie als Kontrastmittel eingesetzt werden
kénnen. Als Emulgator kommen Phospholipide zum Einsatz, die Prozessierung erfolgt mittels
Hochdruckhomogenisation. Die dabei entstehenden Emulsionen, die Perfluorkarbon-
Nanoemulsionen, zeichnen sich durch ihren hohen F-Gehalt aus. Diese Eigenschaft macht sie zu
fur die ®F-MR-Bildgebung gut geeigneten organischen Molekilen®?, die insbesondere in der
Darstellung inflammatorischer Prozesse Anwendung finden. In verschiedenen Mausmodellen
konnte bereits anhand der In-vivo-**F-MRT demonstriert werden, dass mit PFCs beladene
Immunzellen in inflammatorischen Herden akkumulieren, nachdem experimentell ein
Myokardinfarkt, ein zerebraler Infarkt*® oder auch eine Myokarditis* induziert wurden. Dabei
wurde aullerdem festgestellt, dass PFCs sowohl in vitro als auch in vivo vornehmlich von

zirkulierenden phagozytisch aktiven Zellen wie Monozyten inkorporiert werden.*3

Anhand ihrer Struktur lassen sich verschiedene Perfluorkarbone unterscheiden. In dieser Arbeit
werden Emulsionen auf Basis von Perfluor-15-Kronen-5-Ether (PFCE) und Perfluor-1,3,5-
Trimethylcyclohexan (PFCH) verwendet. Um auch andere Zellgruppen unverkennbar mit den PFCs
markieren und mittels 'H/*°F-Bildgebung visualisieren zu kénnen, muss eine zielgerichtete
Steuerung der Emulsionen im aktiven Targeting erfolgen. Umgesetzt wird dies durch die

Funktionalisierung der Emulsionen.

1.5. Drug Targeting

»Drug Targeting” bezeichnet Methoden zur selektiven Anreicherung und Freisetzung von
Arzneistoffen an einem oder mehreren gewiinschten Wirkorten. Dazu gehoren die direkte
Verabreichung des Medikaments in das betroffene Areal, das passive Targeting durch undichte
Gewebs- und Gefdllstrukturen und das ,physikalische" Targeting, welches durch abnorme
Temperaturen oder pH-Werte im Gewebe moglich ist. Weiterhin abzugrenzen ist das magnetische
Targeting unter Einsatz eines externen Magnetfeldes und paramagnetischen Tragern sowie das

aktive Targeting unter Verwendung von Vektormolekiilen.*®
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1.5.1. Passives Targeting

Bei dem passiven Targeting handelt es sich um den passiven Transport sowie die Anreicherung von
Substanzen wie Arzneistoffen, Kontrastmitteln oder Nanopartikeln (NPs) an einem bestimmten Ort
im Organismus. Es basiert auf strukturellen Verdanderungen der Gewebsarchitektur und der
physiologischen Barrieren wie dem GefaRendothel, die grundsatzlich im Zuge von Infektionen und
Neoplasien verursacht werden. Auch der im Gewebe vorherrschende Konzentrationsgradient und
pH-Wert fir eine Substanz sowie eine verstarkte Durchblutung beeinflussen das
Migrationsverhalten der Stoffe.** Insbesondere bei Tumoren sind wegen ihres schnellen Wachstums
Zellkontakte gelockert oder aufgrund unzureichender Ausbildung undicht. Bei der Verabreichung
von Nanocarriern, also Nanomaterial, welches als Transportmodul verwendet wird, oder
Medikamenten macht man sich dies zu Nutze, da solche zwar in das geschidigte Gewebe
extravasieren, es aber nicht durch die intakten Kapillaren verlassen kénnen. Auf diese Weise
akkumuliert der Wirkstoff und verbleibt am Zielort - dieses Phdnomen ist als EPR-Effekt (Enhanced
Permeation and Retention) bekannt.*® Eine Erhéhung der Wirkstoffkonzentration kann den

Therapieerfolg maximieren oder eine lokalspezifische Bildgebung erlauben.

1.5.2. Aktives Targeting

Im Gegensatz zum passiven Targeting werden beim aktiven Targeting Substanzen zur ortsgenauen
Anhaufung gezielt gelenkt. Zu den Vorteilen des aktiven Targetings zahlt nicht nur die systematische
Applizierung von Medikamenten an gewiinschten Zielorten, sondern auch deren kontrollierte
Dosierung, die Modulation der Immunogenitdt und Toxizitdt einer Substanz und die Mdoglichkeit
ihres Einsatzes in der (Friih-)Diagnostik und Bildgebung.*” Uberdies ist man hier im Gegensatz zum
passiven Targeting nicht an pathologische Gewebseigenschaften gebunden, sondern kann das
Verfahren auch an gesundem Gewebe nutzen. Es handelt sich also um eine Beeinflussung der
Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung zwischen Vektor und spezifischen Zellstrukturen, den Targets.
Moglich wird das aktive Targeting durch die Oberflaichenmodifikation von Vektoren mit Antikérpern,
Antikérperfragmenten oder auch Peptidkonjugaten.*® Eine groRe Rolle spielen hierbei Nanopartikel,
die mit Wirkstoffen und anderen Liganden beladen werden kénnen. Man unterscheidet lipide,
polymere und metallische/inorganische Nanopartikel. Metallische Nanosysteme, unter denen die
superparamagnetischen Eisenoxid-Nanopartikel (SPIOs) zu nennen sind, finden bereits einen
breiten Einsatz in bildgebenden Verfahren.*® Andere Nanopartikel sind vielmehr in der
Chemotherapie mit dem Ziel einer Erhéhung der Wirkstoffkonzentration im Tumorgewebe
relevant.®® Auch die Perfluorkarbon-Nanoemulsionen, die in dieser Arbeit zum Einsatz kommen,

zahlen zur Gruppe der Nanopartikel.
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1.5.3. Nutzung der Biotin-Avidin-Interaktion im aktiven Targeting

Avidin setzt sich als tetrameres Glykoprotein aus vier identischen Untereinheiten zusammen,
welche mit hoher Spezifitat und Affinitat je ein Molekil Biotin binden kdnnen und wird urspriinglich
aus den Eiern von Vogeln, Reptilien und Amphibien gewonnen.>! Biotin ist als wasserldsliches
Vitamin (Vitamin H, Vitamin B7, Coenzym R) ein essenzieller Nahrstoff fiir alle lebenden
Organismen, der in vielen pflanzlichen und tierischen Nahrungsquellen vorkommt.>? Als
prosthetische Gruppe fiir verschiedene Carboxylasen und Decarboxylasen reguliert es zahlreiche
biologische Prozesse wie die Gluconeogenese, Lipogenese, Fettsduresynthese und den
Katabolismus verzweigtkettiger Aminosduren sowie von Valin und Isovalerat.>® Biotin ist zudem
kovalent an Lysinreste in Histonen gebunden, wodurch es die Chromatinstruktur beeinflusst und
somit einen Einfluss auf die Genregulation hat.>* Darliber hinaus kann Biotin (iber seine relativ
inerte Seitenkette kovalent an fast alle Arten von bioaktiven Molekilen gebunden werden, ohne die

Avidin-Bindungsstelle zu beeintrachtigen.

Die Biotin-Avidin-Interaktion ist die starkste bekannte nichtkovalente Wechselwirkung zwischen
einem Protein und einem Liganden. Sie ist etwa 103- bis 10%-mal starker als eine Antikérper-Antigen-
Wechselwirkung®® und wird weder durch extreme pH-Werte, Temperaturen, organische
Lésungsmittel noch andere Denaturierungsmittel beeintrachtigt. >°>°¢ Des Weiteren kénnen
Biotinmolekiile an Proteine und andere Molekiile konjugiert werden, ohne deren biologische

Aktivitdt wesentlich zu verandern.

Die Avidin-Biotin-Technologie wird bereits in verschiedenen Verfahren untersucht und angewandt,
darunter auch in Pretargeting-Ansatzen: Je nach Aufbau des Targetings und der Anzahl an
beteiligten Substanzen lassen sich einstufige von mehrstufigen Verfahren unterscheiden. Bei
einstufigen Pretargeting-Ansatzen wird eine Biotin-Bindung an zu verabreichende Substanzen
hergestellt, indem beispielsweise ein Therapeutikum mit einem biotinylierten Antikdrper markiert
wird, welcher spezifisch an die Zielzellen bindet.>” Im Gegensatz zur direkten Gabe bewirkt die
zielgerichtete Steuerung des Wirkstoffes eine Reduzierung dessen Menge, die frei im Umlauf ist,
was das Expositionsverhaltnis zwischen gesundem Gewebe und Tumorgewebe verbessert.
Mehrstufige Pretargeting-Methoden bedienen sich der Avidin-Biotin-Interaktion. Dabei werden an
Streptavidin oder Avidin konjugierte Antikdrper verwendet, um die Bindung von Biotin zu
ermoglichen, oder auch biotinylierte Antikorper, die mit Avidin oder Streptavidin einen Komplex
bilden kdénnen. Angewendet wurde dies bereits in der Bildgebung von Lungenkarzinomen mit
Indium*!*-markiertem Biotin.>® Weitere Verfahren inkludieren die genetische Modifizierung von

Tumorzellen® und Vektoren wie Retrovieren®® zur Oberflichenexpression von Avidin oder Biotin.
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Die Vorteile des Biotin-Avidin gestiitzten Targetings liegen vor allem in der prazisen Ansteuerung
von Zielzellen und einer daraus resultierenden Effizienz im Rahmen therapeutischer und

bildgebender Intentionen sowie der Toxizitdtsminderung von Wirkstoffen auf den Organismus.%62

Abbildung 2: Strukturformel von Biotin. Quelle: Eigene Darstellung, erstellt mit ACD/ChemSketch.

1.6. Moglichkeiten der Funktionalisierung von PFCs

Ein aktives Targeting von bestimmten Strukturen, die im passiven Targeting nicht oder nur
unzureichend mit PFCs markiert werden, kann (ber die Oberflachenfunktionalisierung von PFCs
erreicht werden. Dazu werden Liganden wie Antikorper, Antikdrperfragmente, Peptide oder auch
Proteine wie Avidin liber eine reaktive Maleimidgruppe oder Biotinmolekile an einen Cholesterin-
Polyethylenglykol-Anker gekoppelt, welcher in die Partikeloberfliche der Emulsionen integriert

wird.®3

1.6.1. PEGylierung von Perfluorkarbon-Nanoemulsionen

Unter der PEGylierung von Nanosystemen wie PFCs versteht man die Integration von
Polyethylenglykol (PEG) in die Lipidschicht der Emulsion. Wahrend des Herstellungsprozesses kann
der Nanoemulsion ein PEG-Konjugat (zum Beispiel DSPE-mPEG2000) zugefiigt werden. Mittels SPIT
(Sterol-basierte-Post-Insertions-Technik) koénnen auch vorgefertigte PFCs mit Cholesterol-
konjugierten PEG-Ketten ausgestattet werden.® Die PEGylierung verhindert eine Opsonierung der
Emulsionen. Die Opsonierung bezeichnet den Vorgang der Markierung bestimmter
Mikroorganismen durch Antikdrper und das Komplementsystem. Indem die PEGylierung die
Bindung von Serumproteinen an die Partikel beeintrachtigt, kann die passive Aufnahme der PFCs
durch phagozytisch aktive Zellen wie Monozyten und Granulozyten stark reduziert werden,
wahrend die Zielzellen weiterhin angesteuert werden. Gleichzeitig wird dabei die Halbwertszeit und

Retention der Partikel in vivo erhéht.%> Man nutzt die PEGylierung zur Optimierung des aktiven

11



Einleitung

Targetings und einer damit verbundenen eindeutigeren Darstellung einer bestimmten Zellgruppe.
Die Effekte des Targetings PEGylierter PFCs konnten bereits in anderen Arbeiten beschrieben

werden.®3

1.7. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die spezifische Markierung humaner CD4") T-Zellen mit

Perfluorkarbon-Nanoemulsion und die Darstellung dieser Zellgruppe im °F-MRT.

Im ersten Schritt der Arbeit soll das passive Aufnahmeverhalten von PFCs durch Leukozyten, im
Besonderen durch die CD4™ T-Zellen, untersucht werden. Im zweiten Schritt soll beurteilt werden,
welchen Einfluss eine PEGylierung der PFCs auf die zellulare Aufnahme dieser nimmt. Dazu werden
die PFCs, die im passiven Targeting verwendet werden, mittels SPIT (Sterol-basierte-Post-Insertions-
Tecknik) PEGyliert. Das aktive Targeting von CD4™ T-Zellen soll mithilfe biotinylierter CD4-Antikérper
erfolgen. Vor dessen Umsetzung soll zundchst die Spezifitdit der CD4-Antikérper in der
durchflusszytometrischen Analyse Gberprift werden. Um eine unmittelbare Ansteuerung der Zellen
zu gewdhren, soll eine Bindung zwischen biotinylierten Antikérpern, Avidin und biotinylierten PFCs
erfolgen. Diese Bindung soll eine verstiarkte Markierung der Zellen sowie eine verbesserte
Aufnahme der PFCs durch diese bewirken. Zusatzlich zur Biotinylierung der PFCs soll die Spezifitat
Uber die PEGylierung der Partikeloberflache erreicht werden, sodass die Partikelaufnahme durch
andere Zellpopulationen deutlich reduziert und das Signal der Zielzellen in der Durchflusszytometrie

und *F-MR-Bildgebung eindeutig abgrenzbar ist.

Alle Nanoemulsionen werden in unserer Arbeitsgruppe hergestellt und ihre Eigenschaften mittels
Dynamischer Lichtstreuung (DLS), Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA), Fluoreszenzspektroskopie
und °F-MRT charakterisiert
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2. Material

2.1. Geridte und Apparaturen

Tabelle 1: Fiir die Arbeit verwendete Gerate und Apparaturen. Quelle: Eigene Darstellung

Gerat

Typenbezeichnung, Hersteller

Analysenwaagen

PA214, Ohaus Europe (Greifensee, Schweiz)
AG204 DeltaRange®, Mettler Toledo

Ew, Kern

Dispergiergerat

T18 ULTRA-TURRAX®, IKA Werke (Staufen,
Deutschland)

Durchflusszytometer

FACSCantotm I, BD Bioscience (San Jose, USA)

Fluoreszenzspektrometer

IVIS Lumina Il, Caliper LifeSciences (Mainz,
Deutschland)

Heizblock

Thermomixer compact, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Hochdruckhomogenisator

LV1, Microfluidizer (Newton, USA)

Inkubator

HERAcell 150i, Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA)

Magnetriihrer

RCT basic, IKA Werke (Staufen, Deutschland)

MR-Microimagingsystem

Mini 0.5, Bruker (Rheinstetten, Deutschland)

MR-Resonatorspule

25mme-birdcage, Bruker (Rheinstetten,
Deutschland)

MR-Spektrometer

9.4 T Avancelll Wide Bore, Bruker
(Rheinstetten, Deutschland)

Partikelanalysatoren

Nanotrac Wave Il, Microtrac (Retsch GmbH,
Haan, Deutschland)

NanoSight NS300, Malvern Panalytical Ltd.
(Worcestershire, UK)

Pipetten

Research, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Rotator

MACSmix™ Tube Rotator, Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach, Deutschland)

Stauschlauch

Prameta (Troisdorf, Deutschland)

Schiittler

Edmund Bihler

Thermomixer

Thermomixer compact, Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Ultraschallbad

Sonorex RK 100 H, Bandelin (Berlin,
Deutschland)

Vortexer

Reagenzglas-Vortex-Schiittler, VWR
International (Darmstadt, Deutschland)

REAX Top, Heidolph

REAX 2000, Heidolph

Zentrifugen

5415D, Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
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Universal 320R, Andreas Hettich GmbH & Co.
KG

Allegra X-30R, Beckman Coulter (Brea, USA)

2.2. Verbauchsmaterial

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien. Quelle: Eigene Darstellung

Material Hersteller
Butterfly Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)
Butterflyaufsatz Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

EDTA-R6hrchen

Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Entsalzungssdulen

Zeba™ Spin Desalting Columns, Thermo Fisher

Scientific (Rockford, USA)
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

FACS-R6hrchen

Hautantiseptikum (Octenisept) Schiilke & Mayr GmbH (Nederstedt,
Deutschland)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

ReaktionsgefaRle (0,2 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Zentrifugen-Rohrchen (15 ml, 50 ml) Greiner Bio-One (Frickenhausen, Deutschland)

Spritzen, Omnifix-F (1ml, 10 ml, 20 ml) Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland)

Vollentsalztes (deionisiertes) Wasser -

2.3. Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien. Quelle: Eigene Darstellung

Chemikalien Molekulargewicht Hersteller
Atto 488-DPPE - Atto-Tec GmbH (Siegen,
Deutschland)

Atto 647-DPPE - Atto-Tec GmbH (Siegen,

Deutschland)

Avidin-Agarose - Thermo Fisher (Rockford,
USA)

Carboxyfluorescein - -

Cholesterol- 2000 Da Nanocs Inc. (New York, USA)
Polyethylenglykolzooo

DAPI 350,25 g/mol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
DiBlock (1-(Perfluor-n- 460,32 g/mol abcr GmbH (Karslruhe,

hexyl)decan) Deutschland)




Material

DSPE-PEG;g00-Biotin

Avanti Polar Lipids (Alabama,
USA)

DSPE-mPEG2000

4805,49 g/mol

Lipoid GmbH (Luswigshafen,
Deutschland)

trimethylcyclohexan

Lipoid® ES80S ~ 780 Lipoid GmbH (Luswigshafen,
Deutschland)

NeutrAvidin ~ 60 kDa Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA)

Perfluor-15-kronen-5-ether 580,07 g/mol abcr Gmbh (Karlsruhe,
Deutschland)

Perfluor-1,3,5- 450,07 g/mol abcr Gmbh (Karlsruhe,

Deutschland)

Streptavidin, Alexa Fluor™
647 Konjugat

Thermo Fisher Scientific
(Rockford, USA)

Streptavidin-FITC

Becton Dickinson (Heidelberg,

Deutschland)

2.4. Puffer und Medien

Tabelle 4: Verwendete Puffer und Medien. Quelle: Eigene Darstellung

Puffer/Medien

Chemikalien oder Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)

PAN Biotech

Erythrozytenlysepuffer (pH = 7,4)

Hergestellt in der Zentralapotheke der
Universitatsklinik Dusseldorf
Zusammensetzung pro ml:

8,29 mg Ammoniumchlorid

1,00 mg Kaliumhydrogencarbonat
0,0375 mg Na-EDT

MACS-Puffer

Eigene Herstellung enthalt:
2 mM EDTA

0,5 % BSA

500 ml PBS

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
137 mM Natriumchlorid

2,7 mM Kaliumchlorid

10 mM Natriumdihydrogenphosphat
1,8 mM Kaliumdihydrogenphosphat

Phosphat-Glycerol-Puffer (pH = 7,4)

eigene Herstellung enthalt:

1mM Phosphat

7mM Dinatriumhydrogenphosphat
3mM Natriumdihydrogenphosphat
2,5 % m/m Glycerol
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2.5. Antikorper

Tabelle 5: Fiir das passive und aktive Targeting verwendete Antikorper. Quelle: Eigene Darstellung

Spezifitat Fluorochrom Klon Ursprung Firma
CD45 PerCP 2D1 Maus BioLegend
CDh45 PE - - Miltenyi Biotec
CD11b PE/Cy7 M1/70 Ratte BioLegend
CD11b APC/FireTM 750 M1/70 Maus BioLegend
CD3 APC/Cy7 OKT3 Maus BioLegend
Cb4 PE OKT4 Maus BioLegend

CD4-Biotin - OKT4 Maus BioLegend
CD19 APC/Cy7 HIB19 Maus BioLegend

2.6. Software

In dieser Arbeit wurde mit den Programmen Microsoft Word 2010, Microsoft Excel 2010 und
Microsoft PowerPoint 2010 gearbeitet. Fir die Auswertung durchflusszytometrischer Analysen
wurde das Programm ,FlowJo“ von Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) genutzt. Die
statistische Auswertung wurde eigenstandig mit Hilfe der Programme ,GraphPad Prism“ und
Microsoft Excel durchgefiihrt. Weitere Programme werden in direktem Zusammenhang mit der

Methode erwahnt.
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3. Methoden

3.1. Herstellung und Funktionalisierung von PFCs

Mithilfe von Hochdruckhomogenisation wurden in dieser Arbeit unter Verwendung der
Perfluorkarbone PFCE und PFCH unterschiedliche Perfluorkarbon-Nanoemulsionen hergestellt. Fiir

dieses Vorgehen wurde der Microfluidizer LV1 eingesetzt.

Produziert wurden mit DPPE-Atto647 bzw. DPPE-Atto488 markierte PFCH- und PFCE-
Nanoemulsionen (A*#PFCE-; A88PFCH-; A**’PFCE- und *%4’PFCH-PFCs). ***’PFCE- und ***®PFCE-PFCs
wurden in einem an die Herstellung anschlieBenden Prozess mit Polyethylenglykol (PEG)
funktionalisiert (PEG-*%4’PFCs; PEG-"*%8PFCs). Weiterhin wurden mit Biotin funktionalisierte PFCE-
Emulsionen hergestellt, die als Fluoreszenzmarker DPPE-Carboxyfluorescein und DPPE-Atto488

erh ielten (BIOtin‘Cﬂ‘PFCS' BiOtin'A488'PFCS).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Herstellung und Charakterisierung von Targeting-PFCs. Fir die
Herstellung der Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) wird zunéchst das Phospholipid (E80S) in Phosphat-
Glycerol-Puffer dispergiert und Perfluorkarbone sowie Fluoreszenzmarker und nach Bedarf weitere
Komponenten wie z. B. Biotin oder Polyethylenglykol (PEG) hinzugefligt. Nach Herstellung einer Voremulsion
erfolgt die weitere Homogenisation unter Verwendung eines Hochdruckhomogenisators. Die Eigenschaften
der hergestellten PFCs werden durch dynamische Lichtstreuung (DLS), Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA),
Fluoreszenzmessungen und MRT-Messungen charakterisiert. Quelle: Eigene Darstellung
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3.1.1. Herstellung fluoreszenzmarkierter PFCs mittels Hochdruckhomogenisation

Die Herstellung der PFCs erfolgte unter Verwendung des Hochdruckhomogenisators Microfluidizer
LV1. Unter der Hochdruckhomogenisation versteht man ein Prozedere, in welchem eine liquide
Substanz durch ein System geschleust wird, welches die Homogenisierung und Reduzierung der
PartikelgroRe der Komponenten in dieser Fliissigkeit ermaoglicht. Der Microfluidizer LV1 verfiigt Gber
eine Keramik-Interaktionskammer, durch deren Kanéle das zu prozessierende Material bei Driicken
von bis zu 2069 Bar gepumpt wird. Dabei ist das Produkt konstant hohen Scherraten und Prallkraften
unterworfen, welche eine Kollision der Partikel verursachen und somit die Reduzierung derer GréRe

auf unter 100 nm sowie die Homogenisierung des Gemisches bewirken.

Die Herstellung der PFCs erfolgte nach folgendem Prinzip: Zunachst wurden je 200 pg des
Fluoreszenzfarbstoffs mit je 300 ul des Lipids E80S (100 mg/1 ml) im Ultraschallbad gelost. 3,04 ml
des vorgel6sten Lipids, das Perfluorkarbon sowie das an das Lipid gekoppelte Fluorochrom wurden
in ein 15 ml Reaktionsgefall gegeben und in einem isotonen Phosphat-Glycerol-Puffer (pH 7,4)
dispergiert. Der Perfluorkarbon-Anteil betrug fliir PFCH-Emulsionen 40 % und fiir PFCE-Emulsionen
20 %. Abhangig vom genutzten Perfluorkarbon wurden dem Gemisch demnach 2 g PFCE
beziehungsweise 4 g PFCH flir einen Ansatz mit einem Zielgewicht von 10 g zugefiigt. AnschlieBend
wurde die Probe mit einem isotonen Phosphat-Glycerol-Puffer (pH 7,4) auf 10 g dispergiert. Zur
Stabilisierung wurden PFCH-Emulsionen durch 184 mg DiBlock (1-(Perfluor-n-(hexyl)decan) erganzt,
welcher ein Herauslésen des PFCHs aus der Lipidhille verhindert. Aufgrund der zirkuldaren Struktur
und dadurch hohen Stabilitat des PFCEs war die Verwendung eines DiBlocks hier nicht notig. Nach
Erzeugen einer Voremulsion mit dem Dispergiergerat ,Ultra Turrax” wurden diese fir drei bis flinf
Zyklen in der Hochdruckhomogenisation bei 1000 Bar prozessiert und nach Fertigstellung bei—80 °C

gelagert.

Fir die Herstellung von 40 mM PFCs wurden folgende Einwaagen verwendet:

Tabelle 1: Bestandteile und Einwaagen der PFCs fiir das passive Targeting. Quelle: Eigene Darstellung

ABSPECE A8SpECH AB4TPECE AB47PECH

Perfluorkarbon 20% 40 % 20% 40 %
Gesamtlipidgehalt 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM
Lipid EB0S 40 mM 40 mM 40 mM 40 mM
DiBlock - 184 mg - 184 mg
Fluoreszenzfarbstoff 200 pg 200 ug 200 ug 200 pug
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Phosphat-Glycerol- auf10g aufl10g auf10g aufl10g

Puffer

3.1.2. Funktionalisierung der PFCs mit Biotin

In einem weiteren Schritt wurden biotinylierte “"-und A*®PFCE-PFCs produziert. Zu Beginn wurde
dafir das Lipidgemisch mit der hydrophilen Phase vermengt. Dazu wurde das vorgeloste Lipid E80S,
das DSPE-PEG,000 und das DSPE-PEGango-Biotin bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten in 7,4 g des
Phosphat-Glycerol-Puffers mittels Magnetrihrer dispergiert. AnschlieBend wurde der vorher in
Lipid geloste Fluoreszenzfarbstoff und das PFCE hinzugegeben. Ein Ansatz erhielt 100 pg des
Fluoreszenzmarkers Carboxyfluorescein, ein weiterer 200 ug Atto488-DPPE. Nach Erzeugen einer
Voremulsion mit dem ,,Ultra Turrax” und drei Zyklen Hochdruckhomogenisation a 1000 Bar wurden

die PFCs bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.
Fir die Herstellung von 35 mM PFCs wurden folgende Einwaagen verwendet:

Tabelle 2: Bestandteile und Einwaagen der B°"“-pECs. Quelle: Eigene Darstellung

0 mol% Biotin-PFCE 0,1 mol% Biotin- 0,01 mol% Biotin-

PFCE PFCE

Perfluorkarbon 10% 10% 10%
Gesamtlipidgehalt 35 mM 35 mM 35 mM

Lipid E80S 33,25 mM 33,215 mM 33,2465 mM
DSPE-PEG2000 5 mol% 5 mol% 5 mol%
DSPE-PEG;o00-Biotin 0 mol% 0,1 mol% 0,01 mol%

Fluoreszenzfarbstoff 100 pg 100 pg 100 pg
Phosphat-Glycerol-Puffer auf10g auf10g auf10g

Tabelle 3: Bestandteile und Einwaagen der Bi°tinA488.pECs, Quelle: Eigene Darstellung

0 mol% Biotin-PFCE 0,1 mol% Biotin-PFCE

Perfluorkarbon

10 %

10 %

Gesamtlipidgehalt

35 mM (100 %)

35 mM (100 %)

Lipid E80S

33,25 mM (95 %)

33,215 mM (94,9 %)

DSPE-PEG2000

5 mol% (5 %)

5 mol% (5 %)

DSPE-PEG;q00-Biotin

0 mol% (0 %)

0,1 mol% (0,1 %)
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Fluoreszenzfarbstoff 200 ug 200 ug
Phosphat-Glycerol- aufl10g aufl10g
Puffer

3.1.3. PEGylierung der PFCs mittels Sterol-basierter-Post-Insertions-Technik (SPIT)

Polyethylenglykol, kurz PEG, ist ein nichttoxisches Polymer, welches in der Nanomedizin genutzt
wird, um Uber eine Oberflachenmodifikation von Partikeln eine Reduzierung der Opsonierung und
somit eine reduzierte Aufnahme durch phagozytisch aktive Zellen zu bewirken.®®-%8 Die PEGylierung
kann mit DSPE-PEGy000 Wdhrend der PFC-Herstellung oder im Anschluss mittels Sterol-basierter-
Post-Insertions-Technik, kurz ,,SPIT“, erfolgen. Die ,,SPIT“ ist eine Methode, welche eine PEGylierung
vorgefertigter PFCs, das bedeutet ein Einfligen von Polyethylenglykol in die Lipidschicht der
Emulsionen, ermdoglicht. Je nach Bedarf kdnnen weitere funktionelle Gruppen, wie beispielsweise
Maleimid, mit dem Cholesterin-PEG-Anker chemisch verknlpft werden, tUber welche dann eine

gewlnschte Funktionalisierung der PFCs erfolgen kann.

Verwendet wurde in dieser Arbeit Cholesterol-Polyethylenglykolaooo (Chol-PEG). Da dieses als
Lyophilisat vorlag, wurde es zunachst in Phosphat-Glycerol-Puffer gel6st, sodass eine PEG-Losung
mit einer Konzentration von 50 pg/ul entstand. Mittels der SPIT kann nicht sicher gesagt werden,
wie hoch der Anteil der PEG-Ketten ist, die tatsachlich in die Lipidhiille inseriert werden. Daher
wurden die PFCs mit verschiedenen Anteilen der PEG-Losung, und zwar 0 mol%, 5 mol%, 10 mol%
und 20 mol% im Verhaltnis zur Lipidgesamtmenge der PFCs, inkubiert. Um dies zu erzielen, wurden
je 100 pl vorgefertigter A**8PFCE- bzw. #®*’PFCE-PFCs O ul, 8 pl, 16 ul beziehungsweise 32 pl der PEG-
Losung hinzugegeben und das Gemisch mit Phosphat-Glycerol-Puffer auf 150 ul aufgefillt. Die
Inkubation erfolgte fir 12 bis 24 Stunden bei Raumtemperatur und lichtgeschitzt im
Rotationsschuttler. Auf diese Weise wurden Nanoemulsionen mit Chol-PEG-Anteilen von 0 mol%, 5

mol%, 10 mol% und 20 mol% im Verhaltnis zur Lipidgesamtmenge der PFCs hergestellt.

3.1.4. Funktionalisierung von Bi°"PFCs mit NeutrAvidin

Die Kopplung von NeutrAvidin an biotinylierte PFCs stellt eine weitere Moglichkeit der
Funktionalisierung der Partikel dar. Fiir die Herstellung dieser Avidin-Biotin-PFCs wurden je 50 ul
NeutrAvidin in 200 pl vorgefertigten Biotn-A%8-pECE-PFCs resuspendiert. Ein weiterer Ansatz wurde
mit 200 pl nicht-biotinylierten A48-PFCE-PFCs inkubiert und diente als Negativkontrolle. Die Proben
wurden fir eine Stunde bei 4 °C inkubiert und anschlieBend bei 20.000 xg flr zehn Minuten
zentrifugiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das PFC-Pellet mit 200

ul MACS-Puffer gewaschen. Es folgte eine weitere Zentrifugation bei gleichbleibenden Einstellungen
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und das Pellet wurde erneut gewaschen. AbschlieBend wurde das Pellet in 200 pl Phosphat-
Glycerol-Puffer resuspendiert. Der Vorgang wurde durch Vortexen der Probe und mittels
Ultraschallbad unterstiitzt, bis sich das Pellet in dem Puffer gel6st hat und eine homogene Emulsion

vorlag. Die A“Bti"PECs wurden dann bei 4 °C gelagert.

3.2. Charakterisierung von PFCs

Im Anschluss an die Herstellung wurden die Nanoemulsionen mittels dynamischer Lichtstreuung
(DLS), Nanopartikel-Tracking-Analyse  (NTA), Fluoreszenzmessungen  (IVIS) und  °F-
Magnetresonanztomographie charakterisiet. Die Untersuchungen sollten unter anderem
Informationen Uber die PartikelgréBe, -konzentration, GroBenverteilung, das Zeta-Potenzial, den

Fluorgehalt und die Fluoreszenzintensitat liefern.

3.2.1. Charakterisierung mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
Die dynamische Lichtstreuung (DLS), auch quasielastische Lichtstreuung (QELS), ist eine Methode

zur Analyse von GréRen und GroRenverteilungen von in Emulsionen oder Flissigkeiten
dispergierten Molekiilen oder Partikeln. Moglich ist dies durch die Analyse der mittels Laser
verursachten Lichtstreuung. Ebenfalls mit der DLS durchfihrbar ist die Messung des
Polydispersitatsindexes (PDI), der die Breite der Molmassenverteilung beschreibt. Das bedeutet,
dass der PDI die Dispersitdt von kolloidalen Systemen wiedergibt, als Mal} fir die Breite der
GroRRenverteilung dient und mit der PartikelgroRRe korreliert. Je starker die GroRe der einzelnen
Partikel voneiander abweicht, desto breiter ist die Verteilung. Der Zahlenwert, der durch den PDI
angegeben wird, betragt einen Wert zwischen 0,0 und 1,0. Ein Wert < 0,1 weist auf eine
monodisperse Verteilung hin und ein Wert zwischen 0,1 und 0,2 auf eine geringe Dispersitat, Werte
>0,7 hingegen sprechen fiir eine breite  GroRenverteilung mit  mehreren
PartikelgréRenpopulationen, z. B. bei Polydispersitat der Partikel.® Ein kleiner PDI spricht demnach
fiir eine niedrige durchschnittliche PartikelgréRe und eine hohe Homogenitat der Partikel. Das -
Potenzial, das mit dieser Technik auch gemessen werden kann, ist das elektrische Potenzial (auch
bezeichnet als Coulomb-Potenzial) an der Abscherschicht eines bewegten Partikels in einer

Suspension oder Emulsion.

Gearbeitet wurde in diesem Fall mit dem Nanotrac Wave |l der Firma Microtrac (Retsch GmbH,
Haan, Deutschland), welcher PartikelgroRen im Bereich von 0,8 nm bis 6,5 um messen kann. Beim
Verfahren der dynamischen Lichtstreuung wird eine kohdrente monochromatische Lichtquelle, das
Laserlicht, durch einen Polarisator auf das Probenvolumen gelenkt. Das hier verwendete Gerat

verfligt Gber einen faseroptischen Adapter mit einem Y-Teiler. An der Spitze der Sonde befindet sich
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Saphirglas, welches einen Teil des Laserstrahls reflektiert und zu einem Photodiodendetektor
zurilicklenkt. AuBerdem wird das Laserlicht auf die Partikel in der Suspension gerichtet. Die in der
Suspension gegebene Brownsche Molekularbewegung der Partikel oder Molekiile bewirkt die
Streuung des Laserstrahls unterschiedlicher Intensitdten. Mit Bezug zur Stokes-Einstein-Theorie,
nach welcher die Diffusionsgeschwindigkeiten umgekehrt proportional zur PartikelgrofRe sind,
bedeutet eine hohere Flussgeschwindigkeit geringere PartikelgréBen und gleichermallen eine
niederigere Flussgeschwindigkeit hohere PartikelgroRen. Die Information Uber die Geschwindigkeit
der Teilchenbewegung in der Losung erlaubt somit zum Beispiel die Erfassung des
hydrodynamischen Durchmessers. Das Streulicht der Partikel wird um 180° zurick zum
Photodiodendetektor gelenkt. Dieses Streulicht interferiert mit dem anderer Streuzentren, da sich
aufgrund der Brownschen Molekularbewegung die Abstidnde dieser zueinander standig andern.
Somit unterliegen die Streuintensitdten konstanten Schwankungen. Das hier verwendete Gerat
arbeitet mit einer laserverstarkten Detektionsmethode. Dementsprechend werden die beiden
Amplituden, also die des reflektierten Laserlichts und die kleinere Amplitude des Streulichts, addiert

und somit ein deutlich besseres Signal-zu-Rausch-Verhaltnis ermoglicht.

Zur Durchfiihrung der Messungen wurden je 20 pl des PFCs im Verhéltnis 2:100 in 980 ul
vollentsalztem Wasser verdiinnt. Pro Messung wurden somit 1000 pl einer Verdiinnung in die
Messkuvette transferiert. Fir jede Emulsion wurden sechs Messungen mit finf Zyklen a 30
Sekunden durchgefiihrt. Der Mittelwert und die Standardabweichung wurden fiir PartikelgroRe, PDI

und Z-Potenzial angegeben und die Daten mit GraphPad Prism weiterverarbeitet.

3.2.2. Charakterisierung mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA)

Die Nanopartikel-Tracking-Analyse ist, ahnlich wie die dynamische Lichtstreuung, ein Verfahren,
welches sich die Lichtstreuung und die Brownsche Molekularbewegung zu Nutze macht, um die

Analyse von PartikelgroRenverteilungen in fliissigen Medien zu erméglichen.

Es kdnnen Partikel im GrofRenbereich von 10 — 2000 nm gemessen werden, wobei die minimal
erfassbare GroRe von Faktoren wie der Art des Materials, der Wellenlange und Leistung der
Beleuchtungsquelle sowie der Empfindlichkeit der Kamera abhidngt. Die obere Grenze des
Messbereichs ist vor allem durch die bei wachsender GroRe der Partikel nachlassende Brownsche
Bewegung limitiert. Im Gegensatz zur oft genutzten Methode der DLS kdnnen bei der NTA die
Partikel in Echtzeit visuell dargestellt werden. Weitere Parameter, die erfasst werden kénnen, sind
die Fluoreszenz von Partikeln und der PDI. Des Weiteren kann es Partikelkonzentrationen in einem

Rahmen von 10° bis 10° Partikel/ml erfassen.
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Das hier verwendete Gerat ,,NanoSight NS300“ der Firma Malvern Panalytical Ltd. (Worcestershire,
UK) verflgt iber verschiedene Lichtfilter, die die Messung der Fluoreszenz von markierten und
nichtmarkierten Nanopartikeln erlauben. Die Probe wird fiir die Messungen in die Zahlkammer
transferiert und von einem Laser angestrahlt. Sobald das Licht auf die Partikel in der Suspension
trifft, wird es gebrochen. Die Videokamera registriert das dabei entstehende Streulicht und
visualisiert die Einzelpartikel mittels eines Mikroskops in 20-facher VergroRerung. Dadurch kénnen
Verdanderungen innerhalb der Probe, wie zum Beispiel eine Aggregatbildung, in Echtzeit auf dem
Bildschirm abgebildet werden. Zudem wird eine Videodatei der Partikel in Bewegung erstellt, sodass
das Programm die Molekiile separat verfolgen und den hydrodynamischen Durchmesser nach der
Stokes-Einstein-Gleichung berechnen kann. Zur Durchfiihrung der Messungen wurde je 1 ul der
Emulsionen im Verhaltnis 1:1000 in 999 ul MilliQ-Wasser verdiinnt und mit dieser Loésung weitere
Verdiinnungsreihen von 1:10.000 und 1:100.000 angesetzt. Die Verdiinnungsstufe wurde spater in
die Berechnung der Partikelkonzentration einbezogen. Das Gerat der Firma Malvern Panalytical wird
mit zwei Messkammern geliefert, der Flow-cell top-plate und der O-ring top-plate. Firr die
Messungen in dieser Arbeit wurde die Flow-cell top-plate genutzt. Nach transferieren der
verdiinnten Emulsion mit einer 1 ml Spritze in die Flow-cell top-plate Uber den zufiihrenden
Schlauch wurde diese auf der optischen Flache des Lasermoduls positioniert und befestigt. Fir jede
Emulsion wurden sechs Messungen mit fiinf Zyklen a 60 Sekunden durchgefiihrt. Der Mittelwert
und die Standardabweichung wurden fiur PartikelgréRe und Partikelkonzentration/ml angegeben

und die Daten mit GraphPad Prism weiterverarbeitet.

3.2.3. Messung der Fluoreszenzsignale mittels Fluoreszenzspektroskopie

Die Messung der Fluoreszenzeigenschaften der PFCs wurde mit dem VIS Lumina Il von Caliper
LifeSciences durchgefiihrt. Dieses Bildgebungssystem kombiniert optische 2D- und 3D-
Tomographie, um in vivo als auch ex vivo Fluoreszenzaufnahmen zu erzeugen. Die
Fluoreszenzsignale kénnen von dem Gerat sowohl quantitativ ausgewertet als auch visuell iber

Fotoaufnahmen dargestellt werden.

Fiir die Messungen der PFCs wurden je 10 pl eines PFCs neben 10 pl einer nichtfluoreszierenden
PFOB-Emulsion auf eine Glasplatte pipettiert. Die Anregung wurde fiir die A488-markierten PFCs
auf 465 nm und die Emission auf GFP (Griin fluoreszierendes Protein) eingestellt, fir die A647-
markierten PFCs auf 640 nm und Cy5.5 (Cyanine-5.5). Mit der Living Image Sofware wurden die
PFCs mittels Measurement-ROIs (Region of interest) gekennzeichnet und die Signale quantitativ
ausgewertet. Zudem wurde bei jeder Messung das Hintergrundsignal anhand eines Background-
ROIs bestimmt. Zur weiteren Verarbeitung wurden die erhaltenen Werte in Microsoft Excel

Ubertragen. Um das mittlere Fluoreszenzsignal (MFI) zu bestimmen, wurde von den Messwerten
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der PFCs dann das Hintergrundsignal subtrahiert. Die weitere Auswertung der Daten erfolgte mit

GraphPad Prism.

3.2.4. Charakterisierung mittels °F-MRT

In dieser Arbeit wurden alle MRT-Messungen mit einem 9,4 Tesla Bruker Avance Ill NMR-
Spektrometer durchgefiihrt, das mit Frequenzen von 400,21 MHz fir *H-Messungen und 376,54
MHz furr 1°F-Messungen arbeitet. Es wurden sowohl H- als auch morphologisch angepasste Bilder
des Fluor-Signals erstellt, um dann mit *H/*°F-Uberlagerungsbildern das Signal genau lokalisieren zu

kénnen. Verwendet wurde der Probenkopf BC25.

Fiir die Messungen der PFCs wurden je 10 pl dieser in 0,2 ml ReaktionsgefaRe Uberfiihrt, an einem
mit vollentsalztem Wasser gefillten 2 ml ReaktionsgefalR befestigt und im Probenkopf positioniert.
Fiir die 1H-Scans wurde zunichst ein Sagittalschnitt, der als Ubersichtsaufnahme fiir die Lokalisation
der PFCs separat durchgefiihrt. Danach wurde ein Axialschnitt mit einer Schichtdicke von 3-5 mm
so gelegt, dass die Emulsionen gleichzeitig in einer Ebene erfasst werden konnten. Fiir die °*F-Scans
wurde die Geometrie (bernommen. Entsprechende °F-Scans wurden mit 32 Mittelungen
durchgefiihrt. Die Scanzeiten lagen jeweils bei etwa fiinf Minuten. AnschlieRend wurde das Signal-
zu-Rausch-Verhiltnis mit dem Programm ,,SNR Tool“ ausgewertet. Die *H/*°F-Uberlagerungsbilder
wurden mit dem Programm ,Overlay Tool“ angefertigt. Beide Programme wurden von der
Arbeitsgruppe des |Instituts fir Molekulare Kardiologie (Universitatsklinikum Dusseldorf,

Deutschland) entwickelt.

3.3. Validierung der PFC-Biotinylierung

In einem weiteren Schritt sollte die Integration von Biotin in die Lipiddoppelschicht von &°t"<f-pFCE-
PFCs und BetnA%8prCE-PFCs validiert werden. Dazu wurde zunichst der Inhalt von
Entsalzungssdulen ausgewaschen, sodass nur noch mit der Saule, welche einen Filter enthalt,
weitergearbeitet wurde. Verwendet wurden die Zeba™ Spin Desalting Columns von Thermo Fisher
(Rockford, USA). Jede Saule wurde mit 200 pl der Avidin-Agarose beflllt und anschlieRend wurden
200 pl des entsprechenden PFCs hinzugefiigt. Das Gemisch wurde fiir 30 Minuten auf einem
Schittler lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Schritt wurden die Sdulen
am Boden gedffnet, sodass Fllssigkeit, die nicht von dem Filter zuriickgehalten wird, abflieRen
konnte. Zudem wurden die Saulen mehrmals mit 500 pl Phosphat-Glycerol-Puffer gewaschen,

sodass jegliche Substanz, die nicht an die Avidin-Beads gebunden hat, entfernt wurde.
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Die weitere Untersuchung der Avidin-Biotin-Bindung erfolgte mittels Fluoreszenzspektroskopie und
F-MRT. Die Messung der Avidin-Agarose-Siulen im VIS erfolgte nach gleichem Prinzip wie die
Messung der PFCs. Um das Fluoreszenzsignal in den Avidin-Agarose-Saulen zu messen und diese
somit auf den PFC-Gehalt zu priifen, wurden diese nebeneinander auf die Glasplatte gelegt.
Nachdem ein Foto der Saulen aufgenommen wurde, konnten die durchschnittlichen Fluoreszenz-
und Hintergrundsignale mithilfe von ROls ermittelt werden. Auch bei diesen Messungen wurden die
Daten in Microsoft Excel Ubertragen, verrechnet und anschlieRend mit Graphpad Prism
weiterverarbeitet. Flir die MRT-Messungen wurden die Avidin-Agarose-Saulen vor den Messungen
abgedichtet, dann ebenfalls in den Probenkopf gelegt und H-Scans mittels Sagittalschnitt als
Ubersichtsaufnahme, wie in 3.2.4. beschrieben, angefertigt. Fiir die *°F-Scans wurde die Geometrie
mit einer Schichtdicke von 3 mm tibernommen. Korrespondierende °F-Scans wurden hier mit 128
Mittelungen durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte auch hier durch das Programm ,,.SNR

Tool“ und ,,Overlay Tool".

3.4. Durchflusszytometrische Analyse der zellularen PFC-Aufnahme

3.4.1. Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie bezeichnet eine Methodik, die auf Basis von Streulicht- und
Fluoreszenzeigenschaften die Analyse von Einzelzellen ermoglicht. Bei diesem Verfahren
Uberfiihren hochprazise Pumpen eine Probe in das Durchflusszytometer. Je praziser die Pumpe den
Volumenstrom fordert, desto genauere Aussagen konnen Uber die Konzentration der partikuldren
Strukturen in der Probe gemacht werden. Die Testsubstanz mit der Zellsuspension passiert den
Mikrokanal der Messkivette [Flusszelle (,,Flow Cell")], welche aus Glas oder Quarz besteht, wobei
jede Zelle mittels hydrodynamischer Fokussierung separat durch den Messbereich eines
Laserstrahls geflihrt wird. Sobald der Laser auf die Zelle trifft, erzeugt diese ein fir ihren Zelltyp
charakteristisches Streulicht, das , Light Scatter”. Die Intensitat des Streulichts ist abhangig von der
Komplexitat der inneren und dulReren Struktur der Zelle und dient der Quantifizierung ihrer GrofR3e
und Granularitat. Das Streulicht wird in der Regel an zwei Stellen gemessen, und zwar in Richtung
des urspriinglichen Lichtstrahls, bezeichnet als Vorwartsstreulicht (Forward Scatter), sowie im 90°
Winkel zu diesem. Letzteres wird als Seitwartsstreulicht (Side Scatter) bezeichnet. Wie sich das
Vorwartsstreulicht darstellt, ist abhangig von dem Volumen der Zelle — je groRer die Zelle ist, desto
intensiver ist das Streulicht. Die Detektion des Seitwartsstreulichts als MaR fir die Lichtbrechung
im rechten Winkel wird von der Granularitat der Zelle, der GroRe und Struktur ihres Zellkerns sowie

von weiteren Zellkompartimenten beeinflusst.
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Zusatzlich kénnen die zu analysierenden Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern inkubiert
werden, um unter anderem auf Zellen befindliche Oberflachenproteine zu markieren. Nach
Anregung durch einen Laser kann die flir den Farbstoff charakteristische Lichtemission von
zusatzlichen Detektoren im 90-Grad-Winkel quantifiziert werden. Welche Wellenlange des
emittierten Lichts einen Detektor erreicht, ist abhdngig von optischen Filtereinheiten, die den
Detektoren vorgeschaltet sind. So konnen durch den Einsatz mehrerer spezifischer
Fluoreszenzparameter jeder Zelle Eigenschaften zugeordnet werden, was eine individuelle Analyse

und Separation von Zellpopulationen erlaubt.

3.4.2. Ethikvotum

Die Ethikkommission der medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
erteilte am 03.07.2020 ihr positives Ethikvotum fur die Studien-Nr.: 2020-989. Als Probanden

kamen einwilligungsfahige Erwachsene im Alter von 18-49 Jahren in Frage.

3.4.3. Isolation von Leukozyten aus humanem Blut

Zur Gewinnung der Leukozyten wurde zunachst humanes Blut aus der Vena mediana cubiti von
freiwilligen Spendern mittels Nadelpunktion enthommen. Die anschlieBenden Untersuchungen
fanden ausschlielRlich in vitro statt. Das humane Blut wurde in ein 50 ml ReaktionsgefaR tberfihrt.
Zur Lyse der Erythrozyten wurden je 2 ml Blut in 20 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert, die
Probe fir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend fur finf Minuten bei 300
xg zentrifugiert. Fortan erfolgten alle weiteren Zentrifugationsschritte bei 300 xg fir flinf Minuten.
Der Uberstand wurde abgenommen und die Probe erneut bei gleichen Bedingungen lysiert.
AnschlieBend wurde das Zellpellet zweimal mit 2 ml MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Die isolierten Leukozyten wurden schlieBlich in 10 ml DMEM oder MACS-

Puffer aufgenommen.

3.4.4. Targeting von Leukozyten mit PFCs

Zur Durchfihrung des Targetings wurde in einem weiteren Schritt zundchst je 1 ml der
Zellsuspension in 1,5 ml ReaktionsgefalSe tiberfiihrt. Die Zellen wurden dann mit je 30 ul, 20 pl, 5 ul
und 5 pl einer 1:10 Verdiinnung einer jeweiligen Perfluorokarbon-Emulsion (**88PFCH-PFC, A%4’PFCH-
PFC, A®8PFCE-PFC und “**’PFCE-PFC) fiir 20 Minuten in einem 37 °C-Schrank inkubiert. Eine Probe
diente jeweils als Negativkontrolle (N.C.) und erhielt keine PFCs. Nach der Inkubation wurden die
Zellen bei 300 xg fiir finf Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und die
Pellets mit 1 ml MACS-Puffer gewaschen. Um verschiedene Zellpopulationen zu markieren, wurden
die Zellpellets mit je 100 pl Master-Mix fir 20 Minuten bei 4 °C gefarbt. Fiir die Erzeugung des
Master-Mix wurden CD45-PerCp-, CD11b-PE/Cy7-, CD3-APC/Cy7- und CD4-PE-Antik6rper in einem
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Verhaltnis von 1:100 in MACS-Puffer resuspendiert. Dies entspricht zum Beispiel 5 pl des CD45-
Antikorpers auf 495 ul Puffer. Nach der Farbung wurden die Zellpellets mit 500 ul MACS-Puffer
gewaschen. Zuletzt wurden die Pellets in je 300 pl DAPI/MACS-Puffer (1:1000) und 200 pl MACS

resuspendiert, in FACS-Rohrchen tberfiihrt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

3.4.5. Targeting von PEGylierten PFCs

Im Zuge dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die Insertion von Polyethylenglykol-Ketten in die
Lipidschicht der PFCs die PFC-Aufnahme durch Immunzellen beeinflusst. Zu diesem Zweck wurden
PEGylierte A*®8PFCE-PFCs und “**’PFCE-PFCs mittels Sterol-basierter-Post-Insertions-Technik (SPIT)

hergestellt.

Im Anschluss wurden Leukozyten aus humanem Blut, wie in 3.4.2. beschrieben, isoliert und in
MACS-Puffer aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in FACS-Tubes Uberfiihrt und mit 30
pl PEG-A*88PFCE- bzw. PEG-*%4’PFCE-PFCs fiir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Hierbei kamen PFCs
zum Einsatz, die einen Cholesterin-PEG-Anteil von 0 mol%, 5 mol%, 10 mol% oder 20 mol%
enthalten. Zwei Proben wurden ohne die Hinzugabe von PFCs inkubiert und dienten als
Negativkontrollen. Nachfolgend wurden die Zellen bei 300 xg fiir flinf Minuten zentrifugiert und mit
1 ml MACS-Puffer gewaschen. Fiir die Markierung der Zellen mit Antikdrpern wurden die Pellets bei
4 °C far 20 Minuten mit je 100 pl Master-Mix, dessen Zusammensetzung 3.4.3. zu entnehmen ist,
inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation der Proben, welche danach zweimal mit je 1 ml MACS-Puffer
gewaschen wurden. Schlieflich wurden die Zellen mit DAPI (1 ul/ml) gefarbt, in 200 pl MACS
aufgenommen und auf Eis gestellt. Mittels Durchflusszytometrie wurde die zelludre Aufnahme der

PFCs durch die Leukozyten evaluiert.

3.4.6. Funktionalitdtstest biotinylierter Antikorper

Um die Funktionalitdt der biotinylierten Antikérper und die Avidin-Biotin-Wechselwirkung vor
Verwendung im aktiven Targeting zu testen, wurden Leukozyten aus humanem Blut mit

biotinylierten Anti-CD4-Antikdrpern und anschlieBRend mit FITC-markiertem Streptavidin markiert.

Daflir wurde zunachst 1 ml humanes Blut in 15 ml Erythrozytenlysepuffer resuspendiert, zehn
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend fir finf Minuten bei 300 xg zentrifugiert.
Alle weiteren Zentrifugationsschritte erfolgten ebenfalls unter diesen Einstellungen. Der Uberstand
wurde abgenommen und die Lyse wiederholt. AnschlieRend wurde das Zellpellet mit 1 ml MACS-
Puffer gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Letzterer Schritt wurde
wiederholt und die Zellen anschliefend in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen. Je 200 ul der

Zellsuspension wurden fir 20 Minuten bei 4 °C mit den Antikdrpern inkubiert. Verwendet wurden
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CD45-PE-, CD11b-APC/Fire-, und biotinylierte CD4-Antikorper. Dabei diente eine Probe als
Negativkontrolle und erhielt keinen biotinylierten Anti-CD4-Antikdrper. Nach Inkubation folgte eine
Zentrifugation mit anschlieffender Resuspension des Pellets in 200 pl MACS-Puffer und Inkubation
mit je 1 pl FITC-Streptavidin fiir 20 Minuten bei 4 °C. SchlielRlich wurden die Zellpellets gewaschen,
in 500 pl MACS-Puffer aufgenommen, mit DAPI (1 pl/ml) gefarbt und die Zellen in der

Durchflusszytomtrie analysiert.

3.4.7. Aktives Targeting von Bi°t"-PFCs und AvBictin-pFCs

Fiir das aktive Targeting humaner Leukozyten wurden biotinylierte Antikdrper sowie biotinylierte
PFCs verwendet, die Uber Avidin miteinander gekoppelt werden sollten. Der erste Schritt bestand
in der Isolation von Leukozyten aus humanem Blut. Im Anschluss daran wurden die Zellen fir 20
Minuten bei 4 °C mit Anti-CD45-, Anti-CD11b- und biotinylierten Anti-CD4-Antikérpern inkubiert.
Nach Inkubation wurden die Pellets gewaschen und danach mit NeutrAvidin unter gleichbleibenden
Bedingungen inkubiert. Dabei wurden mehrere Ansdtze mit verschiedenen Mengen des
NeutrAvidins, namlich 0,05 pg, 0,5 pug und 5 pl, getestet. Es erfolgten anschliefend zwei
Waschschritte mit MACS-Puffer und die Inkubation mit B°i"“pPFCE-PFCs beziehungsweise
Biotin-A%88.pECE-PFCs bei 37 °C fiir 20 Minuten.

Fiir das Targeting von A“B°"-PECs wurden die Zellen ebenfalls zundchst mit genannten Antikérpern
inkubiert. Nach Waschen der Pellets folgte die Inkubation mit je 30 pl A“8°"PFCs fiir 20 Minuten bei
37 °C. Entsprechend der angenommenen Integration des NeutrAvidins in die Lipidhtlle der

Emulsionen fand kein separater Inkubationsschritt mit diesem statt.

Auch in diesen Versuchen wurden die Zellpellets nach der finalen Inkubation gewaschen, in MACS-
Puffer aufgenommen, mit DAPI gefarbt und dann mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die

toten Zellen wurden mittels DAPI-Farbung (1 ul/ml) markiert und von der Analyse ausgeschlossen.
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4. Ergebnisteil

4.1. Zelluldre Aufnahme von fluoreszenzmarkierten PFCs

4.1.1. Herstellung und Charakterisierung

Zu Beginn dieser Arbeit wurden Perfluorkarbon-Nanoemulsionen (PFCs) hergestellt, um
nachfolgend sowohl deren Aufnahme durch Immunzellen als auch die bildgebenden Eigenschaften
dieser zu untersuchen. Zur Erzeugung der PFCs wurden die Perfluorkarbone PFCH (Perfluor-1,3,5-
trimethylcyclohexan) und PFCE (Perfluor-15-kronen-5-ether) verwendet. Hierflir wurden diese mit
dem Lipid E80S in Phosphat-Glycerol-Puffer dispergiert und wahrend dieses Prozesses mit den
Fluoreszenzfarbstoffen A488 oder A647 markiert. Nach Erzeugen einer Voremulsion wurde diese im

Anschluss mittels Hochdruckhomogenisation bei 1000 Bar a fiinf Zyklen prozessiert.

Mithilfe der dynamischen Lichtstreuung wurden hydrodynamischer Partikeldurchmesser,
Polydispersitatsindex (PDI) und Z-Potenzial der Emulsionen bestimmt. Abbildung 4A zeigt die
PartikelgroRenverteilung der PFCs, welche erkennen lasst, dass sich ein groRer Teil der Partikel in
einem GrofRenbereich von 150 bis 250 nm befindet. Abbildung 4B zeigt die bei der DLS erhaltenen
Messwerte. Die A*¥PFCH-PFCs weisen mit 196,4+1,8 nm einen signifikant hdheren
Partikeldurchmesser auf als die A*®PFCE-PFCs mit 153,6+2,3 nm und die *®**’PFCE-PFCs mit
162,3+18,8 nm. Fiir die A**’PFCH-PFCs liegt der hydrodynamische Durchmesser bei 182,4+33,4 nm.
Das C-Potenzial betragt fir alle PFCs zwischen -30 mV und -40 mV. Ein signifikanter Unterschied
besteht zwischen den #®*’PFCE-PFCs mit einem Z-Potenzial von -32,9+1,4 mV und den #%4’PFCH-PFCs
mit dem niedrigsten Wert von -36,443,4. Alle PFCs zeigen mit einem PDI zwischen 0,07 und 0,1 eine

nahezu monodisperse Verteilung.
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Abbildung 4: DLS-Messungen von A*%3pPFCE-, A88pFCH-, A%*’PFCE- und “%*’PFCH-PFCs. A) Darstellung der
PartikelgroRenverteilung. Auf der Ordinate aufgetragen ist der prozentuale Anteil der Partikel, auf der Abszisse
die PartikelgroRe in nm. B) Darstellung der Ergebnisse fiir die durchschnittliche PartikelgréRe in nm (links),
den Polydispersitatsindex (PDI) (Mitte) und das Zeta-Potenzial in mV (rechts). Mittelwerte £+ SD; n = 6. * =
p<0,05; ** = p<0,01; **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung

Die Nanopartikel-Tracking-Analyse ist eine weitere Methode zur Untersuchung von
PartikelgroRenverteilungen in flissigen Medien. Zwar ist es mit dem verwendeten Gerat weder
moglich den PDI noch das {-Potenzial zu bestimmen, daflir aber zusatzlich zur PartikelgroRe die
durchschnittliche Partikelkonzentration in Partikel/ml. Die Graphen fir die GroRenverteilung der
PFCs sind in Abbildung 5A dargestellt. Die Ergebnisse der NTA-Messungen fiir die PartikelgroRe und
Partikelkonzentration sind Abbildung 5B zu entnehmen. Die héchste Partikelkonzentration/ml liegt
bei den A*PFCH-PFCs mit 4,338x10%3+1,268 x10* Partikel/ml vor. Bei den ***’PFCH-PFCS ist sie mit
3,453x1013+4,071x10% Partikel/ml am niedrigsten. Fir die A%’PFCE-PFCs liegt sie bei
3,818x10%3+1,720x10" Partikel/ml und fiir die A*®PFCE-PFCs bei 4,073x10%3+1,005x103, Hier kann
kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden. Die ~*®PFCH-PFCs stellen
in der NTA mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 158,9+7,6 die groRten PFCs dar, gefolgt
von den ***’PFCH-PFCs, bei denen der Wert 155,2+4,9 nm betragt. Im Vergleich zu den PFCH-PFCs
ist dieser Parameter fiir die ~*®8PFCE- und die ***’PFCE-PFCs mit etwa 140 nm signifikant niedriger.
Vergleicht man die hydrodynamischen Durchmesser der #*8PFCH-PFCs und #64’PFCH-PFCs sowie die

der A*88PECE-PFCs und A%*’PFCE-PFCs, besteht kein signifikanter Unterschied.

Die Fluoreszenzeigenschaften der PFCs wurden mithilfe des In-Vivo-Imaging-Systems IVIS Lumina Il

analysiert. In Abbildung 6 sind die Fluoreszenzaufnahmen sowie die quantitative Auswertung der

1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
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Fluoreszenzsignale dargestellt. Emulsionen mit gleichem Farbstoff wurden simultan im Vergleich zu
nicht-fluoreszierenden PFOB-PFCs gemessen (Abb. 6A). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der
AB47PECH-PFCs ist mit einem Wert von 4,04x10°+2,77x10° geringfiigig héher als die MFI von
3,49x10°+1,95x10° der ~**’PFCE-PFCs. Damit erreichen die mit Atto647 markierten PFCs ein 100-mal
héheres und signifikant starkeres Fluoreszenzsignal als die Kontrollemulsion, deren MFI einen Wert
von 3,88x10%+2,86x10%annimmt (Abb. 6B). Fiir die **38PFCH-PFCs betrigt die MFI 7,60x10°+9,26x10*
und fur die A*®PFCE-PFCs 4,57x10°+3,27x10% Bei der Kontrollemulsion liegt sie hingegen bei
3,82x10%+2,94x10°. Die MFI der ~*®-PFCs liegen etwa 10- bis 20-mal und damit signifikant héher als
die der Kontrollemulsion. Weiterhin fluoreszieren die #*PFCH-PFCs etwa 1,6-mal stirker als die
A48PECE-PFCs, was nicht nur quantitativ, sondern auch visuell erkennbar ist (Abb. 6A). Allerdings ist

der Unterschied hier statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 5: NTA-Messungen von "*38PFCE-, A*38PFCH-, A54’PFCE- und *®*’PFCH-PFCs. A) Auf der Ordinate
aufgetragen ist die Partikelkonzentration in Partikel/ml, auf der Abszisse die detektierte Partikelgr6Re in nm.
B) Graphische Darstellung der Ergebnisse fiir die durchschnittliche PartikelgroRe in nm (links) und die
Partikelkonzentration in Partikel/ml (rechts) Mittelwerte + SD; n = 6. * = p<0,05; ** = p<0,01. Quelle: Eigene
Darstellung
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Abbildung 6: Fluoreszenzeigenschaften der hergestellten PFCs. A) Fluoreszenzaufnahme von PFCs ohne
Fluoreszenzfarbstoff (PFOB; links) und von 1) A*88PFCH-, 2) A*88pFCE-, 3) A%4’PFCH- und 4) “®*’PFCE-PFCs. B)
Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensitaten der Atto488-markierten PFCs (links) sowie der Atto647-
markierten PFCs (rechts) gegenuber der nicht-fluoreszierenden Kontrollemulsion (Ctr). Abgebildet sind
Mittelwerte £ SD; n = 6. *** = p<0,001; **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung

4.1.2. Zelluldre Aufnahme von PFCs durch humane Immunzellen

In diesem Versuchsteil sollte die passive zelluldre Aufnahme verschiedener PFCs durch humane
Leukozyten, darunter Monozyten, Neutrophilen, T-Zellen und B-Zellen, untersucht werden. Dazu
wurden die Leukozyten mit vier verschiedenen PFCs, ndmlich A*PFCH-PFCs, A%4’PFCH-PFCs,
A48PECE-PFCs und “®’PFCE-PFCs, angesteuert. Verwendet wurden PFC-Konzentrationen von 5, 10
und 20 pl sowie 5 pl einer 1:10 Verdiinnung. Die Markierung der Zellen mit Antikorpern gegen CD45,
CD11b, CD3 und CD4 nach Inkubation mit den PFCs ermoglicht in der durchflusszytometrischen
Analyse eine Differenzierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten (CD11b™), B-Zellen
(CD3" Lymphoide), CD8™ T-Zellen (CD3"/CD4Y) und CD4™ T-Zellen (CD3")/CD4™). Das dabei
verwendete Gating-Schema zur Abgrenzung der Populationen ist in Abbildung 7 dargestellt. Die
Abbildungen 8 und 9 zeigen die in der durchflusszytometrischen Analyse erfasste zelluldre
Aufnahme der verschiedenen PFCs durch oben genannte Zelltypen. Der rote Graph entspricht der
PFC-Inkorporation durch eine bestimmte Zellpopulation, der graue Graph dem Fluoreszenzsignal
der Negativkontrolle. Weiterhin ist die quantitative Auswertung der zellularen Aufnahme
dargestellt: Auf der Abszisse dargestellt ist die Konzentration der jeweiligen Perfluorkarbon-
Emulsion in der Zellsuspension, auf der Ordinate das gemessene Fluoreszenzsignal, angegeben als
mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI). Das Hintergrundsignal wurde von jedem gemessenen

Fluoreszenzsignal abgezogen.
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Abbildung 7: Gating-Schema. Durchflusszytometrische Analyse von humanen Leukozyten, die zuvor mit
Antikorpern gegen CD45, CD11b, CD3 und CD4 inkubiert worden sind. Detektierte Fluoreszenzsignale dienen
der Differenzierung von Zellpopulationen (siehe Bildbeschriftung). Fiir jede Zellpopulation wurde auRerdem
die Partikelaufnahme abhangig vom verwendeten PFC mittels FITC oder APC bestimmt. Quelle: Eigene
Darstellung

4.1.2.1.  Analyse der zelluliren Aufnahme von **8PFCE- und *%*’PFCE-PFCs
Betrachtet man die Histogramme der B-Zellen, Monozyten und Neutrophilen fir die Aufnahme von

A88PECE-PFCs, ist eine Rechtsverschiebung der Kurve im Vergleich zur Kontrolle feststellbar
(Abb. 8A). Hervorstechend sind zudem die vergleichbar hohen Fluoreszenzsignale der B-Zellen und
myeloiden Zellen. Beispielsweise liegt die MFI der B-Zellen nach Inkubation mit 20 pl ~*8PFCE-PFCs
bei 4,9x10%+3,3x10%, die der Monozyten bei 5,7x10%+1,5x10> und der Neutrophilen bei
3,6x10%+2,3x102. Bei gleicher Konzentration betragt diese fiir CD4™ T-Zellen 9,1x10%*+7,3x10! und
fir CD8™ T-Zellen lediglich 1,4x10%+1,1x10* (Abb. 8B). Damit zeigen die B-Zellen hier eine hdhere
Aufnahme als die Neutrophilen und bei den Ubrigen verwendeten PFC-Konzentrationen eine mit
diesen vergleichbar hohe Aufnahme. Die myeloiden Zellen und B-Lymphozyten haben etwa 4- bis
6-mal stirkere Fluoreszenzsignale als die CD4™ T-Zellen, was fiir eine deutlich héhere PFC-
Aufnahme durch diese Zellen spricht und den beschriebenen Rechtsshift in den Histogrammen

erklart.

Betrachtet man die Aufnahme der ***’PFCE-PFCs, ist eine deutlich héhere Partikelinkorporation

durch die Monozyten und Neutrophilen im Gegensatz zu lymphoiden Zellen, veranschaulicht durch
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die Rechtsverschiebung der Kurve in den Histogrammen, erkennbar (Abb. 8C). Die MFI der CD4") T-

Zellen liegt bei einer Konzentration von 30 pl bei 3,9x10%+3,4x10! und unterscheidet sich nicht

erheblich von den Fluoreszenzsignalen, die die B-Zellen bei gleichen PFC-Konzentrationen zeigen

(Abb. 8D). Die myeloiden Zellen nehmen unter Verwendung derselben Emulsion deutlich mehr

Partikel auf als die Lymphoiden. Die MFI liegt hier nach Inkubation mit 20 pl A%4’PFCE-PFC zwischen

3,9%x10% und 1x103.
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Abbildung 8: Analyse der zelluliren Aufnahme von A%8PFCE-PFC und "®*’PFCE-PFC durch humane
Immunzellen. Histogramme zur Aufnahme von je 20 pl A*#8PFCE-PFC (A) bzw. ~**’PFCE-PFC (C). Die graue Kurve
stellt das Signal der Negativkontrolle (NC) dar. Quantifizierung der Aufnahme von #4¥8PFCE-PFC (B) und von
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AB47TPECE-PFC (D) in verschiedenen Konzentrationen (verdiinnt, 5 ul, 20 pl, 30 pl) durch B-Zellen, CD4™ T-Zellen,
CD8" T-Zellen, Monozten und Neutrophilen. Mittelwerte + SD; n = 6 — 10. Quelle: Eigene Darstellung

4.1.2.2.  Analyse der zelluliren Aufnahme von ***®PFCH- und #%4’PFCH-PFCs
In Abbildung 9 sind die Histogramme und die Quantifizierung der PFC-Aufnahme durch die

Zellpopulationen nach Inkubation mit den A*8PFCH-PFCs und A%4’PFCH-PFCs dargestellt. Unter den
Lymphozyten zeigen die B-Zellen und die CD4™ T-Zellen eine &hnlich hohe Aufnahme der ***PFCH-
PFCs (Abb. 9B). Die Fluoreszenzsignale bewegen sich dabei um Werte von etwa 2x10? bis 1x10% MFI.

Die geringste Aufnahme zeigen die CD8" T-Zellen mit einer maximalen MFI von etwa 2x102.

In Bezug auf das Aufnahmeverhalten fiir die A**’PFCH-PFCs ist keine klare Abgrenzung der
Zellpopulationen méglich, da weder fiir die CD3" noch fiir die CD3™ Zellen ein eindeutiges Signal
zu sehen ist. Vergleicht man die Dot Plots vor und nach Anwendung des PFCs (Abb. 9E), so sind vor
Inkubation mit “®*’PFCH-PFCs die B-Zellen, CD8" T-Zellen und CD4" T-Zellen klar voneinander
unterscheidbar. Nach der Inkubation sind einzig die CD4") T-Zellen von den anderen Populationen
zu trennen. Aufgrunddessen, dass sich unter den CD3%*)/CD4" Zellen sowohl B-Zellen als auch CD8™
Zellen befinden kdnnten, kann keine zuverlassige Aussage lUber das PFC-Aufnahmeverhalten fiir die
B-Zellen, CD3" Zellen und CD8™ T-Zellen gemacht werden. Die Auswertung der zelluldren
Aufnahme ist hier somit nur fiir die CD4™) T-Zellen, Monozyten und Neutrophilen méglich (Abb. 9D).
Im Vergleich zu den anderen Emulsionen werden die *4’PFCH-PFCs von allen Zellpopulationen gut
aufgenommen, was ebenfalls in den Histogrammen zu sehen ist (Abb. 9C). Bereits nach Inkubation
mit der verdiinnten Emulsion ist eine deutliche Aufnahme zu sehen. Interessant ist hier die deutlich
geringere Aufnahme durch die Monozyten im Vergleich zu den CD4" T-Zellen und den

Neutrophilen. Insgesamt unterliegt die Aufnahme hohen Schwankungen.
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Abbildung 9: Analyse der zelluliren Aufnahme von ***3PFCH-PFC und *%*’PFCH-PFC durch humane
Immunzellen. Histogramme zur Aufnahme von je 20 ul **%PFCH-PFC (A) und ***’PFCH-PFC (C). Die graue
Kurve stellt das Signal der Negativkontrolle dar. Quantifizierung der Aufnahme von A*¥3pFCH-PFC (B) und
AB4TPECH-PFC (D) in verschiedenen Konzentrationen (in pl) durch B-Zellen, CD4") T-Zellen, CD8™ T-Zellen,
Monozten und Neutrophilen. E) Durchflusszytometrische Analyse der zelluldren Aufnahme von #¢*’PFCH-PFC
durch humane Immunzellen. Dot Plots von lymphoiden Zellen, die 1) nicht mit PFCs behandelt worden sind
und 2) nach Inkubation mit #6*’PFCH-PFC. CD4™ T-Zellen werden als CD3*/CD4™ identifiziert, CD8" T-Zellen

als CD3™/cD4Y. Die CD31/CD4"Y Zellen werden als B-Zellen identifiziert. Mittelwerte + SD; n = 6 — 10. Quelle:
Eigene Darstellung
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4.2. Zelluldre Aufnahme von PEGylierten PFCs

4.2.1. Herstellung und Charakterisierung von PEG-A*8PFCs und PEG-"%*’PFCE-PFCs

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Herstellung und Charakterisierung von Perfluorkarbon-
Nanoemulsionen, in deren Lipidschicht Polyethylenglykol verankert ist. Die Fragestellung war,
welchen Einfluss die PEGylierung auf die Eigenschaften der PFCs und deren Aufnahme durch
Leukozyten hat. Um diese Funktionalisierung umzusetzen, wurden die fiir das passive Targeting
genutzten A*%8- und A®4PFCE-PFCs mittels Sterol-basierter Post-Insertions-Technik mit Cholesterin-
PEGa00 funktionalisiert. Dazu wurden zundchst Emulsionen mit Cholesterin-PEG-Anteilen im
Bereich von 5 mol% bis 20 mol% hergestellt, um die Auswirkungen einer Erhéhung der Chol-PEG-

Menge auf die zellulare Aufnahme zu untersuchen.

Auch die PEGylierten PFCs wurden mithilfe der DLS und NTA analysiert. In Abbildung 10 sind die
Ergebnisse aus den Messungen fiir die PEGylierten #%4-und **®8PFCE-PFCs dargestellt. Feststellbar
ist, dass in der DLS der hydrodynamische Durchmesser der #*8PFCE-PFCs mit einem héheren PEG-
Anteil steigt. So haben die 0 mol% PEG-**®PFCE-PFCs mit 157,6+0,8 nm verglichen mit den anderen
ABBPECs einen statistisch signifikant kleineren Partikeldurchmesser (Abb. 7A). Der hydrodynamische
Durchmesser der 5 mol% PEG-**®PFCE-PFCs (161+1,3 nm) ist kleiner als der der 20 mol% (165,1+1,7
nm). Fir die 10 mol% PEG-"*®PFCs liegt der Wert bei 163,610,8. Entgegen der Erwartung, dass in
der NTA dhnlich wie in der DLS die PartikelgrofRe mit dem Grad der PEGylierung zunimmt, zeigt sich
bei den A488-markierten PFCs eine kontinuierlich mit dem PEG-Anteil abnehmende PartikelgroRRe
(Abb. 10C). Der hydrodynamische Durchmesser der A*%PFCs betrégt fiir die nicht PEGylierten PFCs
mit 160,218,1 nm den hoéchsten Wert und nimmt bei den 5 mol% PEG-PFCs 152,3+7,8 nm und den
10 mol% PEG-PFCs 143+4,3 nm an. Bei den 20 mol% PEG-PFCs betragt dieser Wert 142,645,5 nm,
was somit im Vergleich der Niedrigste ist. Ein signifikanter Unterschied besteht zwischen der

PartikelgroRe der 0 mol% und der 20 mol% PFCs (Abb. 10C).

Auch bei den PEGylierten A4’PFCE-PFCs ist in der DLS eine GréRenzunahme mit steigendem PEG-
Anteil zu beobachten (Abb. 10B). Hier weisen ebenfalls PFCs ohne Cholesterin-PEG mit 160,9+1,5
nm den niedrigsten Durchmesser auf, wahrend die 5-, 10- und 20 mol% PEG-PFCs eine Grol3e
zwischen 167 und 169 nm aufweisen. NTA-Messungen liefern vergleichbare Ergebnisse, denn hier
sind ebenfalls die 0 mol% PFCs mit einer GroRe von 146,4+6,6 nm signifikant grofer als die 5- und
die 20 mol% PFCs mit einer GréRe von etwa 134 nm (Abb. 10D). Fiir die 10 mol% PEG-"54’PFCE-PFCs
kann ein Durchmesser von 136,8+2,9 nm gemessen werden. Ein Zusammenhang dieser

GrofRenabnahme mit dem PEG-Anteil ist bei den A647-markierten PFCs jedoch nicht erkenntlich,
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obwohl hier ebenfalls die GroRe der PEGylierten Partikel kleiner ausfallt als bei den nicht-

PEGylierten.

Uber die PartikelgroRe hinaus wurde das {-Potenzial ermittelt. Dieses betrigt fiir alle PFCs Werte
zwischen circa -35 mV und -25 mV. Auffallig ist hier, dass das {-Potenzial mit steigendem PEG-Gehalt
positiver wird. Fir die nicht PEGylierten *®PFCE-PFCs betragt es -34,01+0,1 mV, fiir die 5 mol% PFCs
-30,3+0,2 mV, fiir die 10 mol% PFCs liegt es bei -28,5+0,5 mV und fiir die 20 mol% PFCs bei -27,4+0,2
mV. Dabei unterscheidet sich jede Nanoemulsion in diesem Aspekt signifikant von allen Gbrigen
A488-markierten Emulsionen. Ahnliche Werte zeigen sich bei den Atto647-markierten PFCs. Hier
liegt das C-Potenzial fur die nicht PEGylierte Emulsion bei -34,840,9 mV und fiir die 5 mol% PEG-
ABTPECE-PFCs bei -30,2+0,6 mV. Mit einem signifikanten Unterschied ist das Z-Potenzial bei den 20
mol% PEG-PFCs (-26,9+1 mV) positiver. Bei einem PEG-Gehalt von 10 mol% nimmt dieses einen
Wert von -29,3+0,6 mV an. Fir die 0 mol% PFCs ist das {-Potenzial dementsprechend negativer als
bei den PEGylierten Emulsionen. Der PDI liegt fur alle hier untersuchten PFCs zwischen 0,070,01

und 0,08+0,01.

A48PECE-PFCs und "%4’PFCE-PFCs weisen vergleichbare Partikelkonzentrationen pro Milliliter auf, die
im Bereich von 3,5x10? bis 4,8x10'? schwanken (Abb. 10C/D). Mit 2,6x10'2+5,2x10*! Partikeln/ml
ist die 0 mol% PEG- "**PFCE-Emulsion die Emulsion mit der geringsten Partikelanzahl und
unterscheidet sich signifikant von PEGylierten ***’PFCs. Die 10 mol% PEG-"®*’PFCE-Emulsion hat mit

4,733x10%+6,264x10% Partikeln/ml die héchste Partikelkonzentration.

Mit dem In-Vivo-Imaging-System IVIS Lumina Il konnten auflerdem die Fluoreszenzeigenschaften
der PFCs untersucht werden. In Abbildung 11 sind die Fluoreszenzaufnahmen sowie die quantitative
Auswertung der Fluoreszenzsignale der *®PFCE-PFCs und “®*’PFCE-PFCs dargestellt. PFCs mit
gleichem Fluoreszenzmarker wurden simultan gemessen und mit einer PFOB-basierten
Kontrollemulsion, welche keinen Fluoreszenzfarbstoff enthalt, verglichen. Mit einer MFI von
1,78x10°%+1,24x10° bei den 0 mol% beziehungsweise 1,74x10°+1,39x10° bei den 10 mol% “®*’PFCE-
PFCs sind deren Signale etwa 1,15-mal stérker als die der 5 mol%- und der 20 mol% PEG-*®*’PFCE-
PFCs. Die A647-markierten PFCs fluoreszieren etwa 60-mal starker als die Kontrolle (Abb. 11A). Bei
den A*88PFECE-PFCs liegt eine circa 8-mal stirkere Fluoreszenz vor als bei der Kontrolle, deren MFI
einen Wert von 2,78x10*+7,13x10% aufweist. Mit einer MFI von 2,42x10°+3,33x10? zeigen die 0O
mol% PEG-PFCs die hochste und die 10 mol% sowie 20 mol% mit einer MFI von etwa 2x10° die
niedrigsten Signalstarken (Abb. 11B, links). Insgesamt kann festgehalten werden, dass die
Fluoreszenzsignale der PFCs unabhéngig von dem verwendeten Fluoreszenzmarker stets signifikant

starker sind als die der Kontrollemulsion.
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Abbildung 10: DLS- und NTA-Messungen PEGylierter PFCs. Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der
DLS-Messung fiir die durchschnittliche PartikelgréRe in nm (links), den Polydispersitdtsindex (PDI) (Mitte) und
das Zeta-Potenzial in mV (rechts) der A) PEG-*®*’PFCE-PFCs und B) PEG-***8PFCE-PFCs. Darstellung der
Ergebnisse aus der NTA fir die durchschnittliche PartikelgrofRe in d(nm) (links) und die Partikelkonzentration
in Partikel/ml (rechts) der C) PEG-*%*’PFCE-PFCs und D) der PEG-"*38PFCE-PFCs. Der Anteil des Cholesterin-
PEG am Gesamtlipidgehalt der PFCs ist in mol% angegeben (0-, 5-, 10- und 20 mol%). Mittelwerte £ SD; n = 3.
* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001; **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung
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Abbildung 11: Messung der Fluoreszenzsignale PEGylierter PFCs. Fluoreszenzaufnahme (links) und
quantitative Auswertung der Fluoreszenzsignale (rechts) der A) PEG-"54’PFCE-PFCs und B) der PEG-A%%8PFCE-
PFCs. Nicht-fluoreszierende PFOB-PFCs wurden als Kontrollemulsion (Ctr, links) verwendet. Der Anteil des
Cholesterin-PEG am Gesamtlipidgehalt der PFCs ist in mol% angegeben (0, 5, 10 und 20 mol%). Die
quantitative Auswertung der Signale ist angegeben als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der PFCs.
Mittelwerte £ SD; n = 3. **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung

4.2.2. Analyse der zelluldren Aufnahme von PEG-PFCs durch humane Immunzellen

Ziel des nachsten Versuches war die Untersuchung des Einflusses der PEG-Menge auf die zelluldre
Aufnahme der PFCs. Das Einbringen von Polyethylenglykol in die Lipidschicht der PFCs soll eine
Reduzierung der Opsonierung und somit eine verminderte Aufnahme der PFCs durch phagozytisch

aktive Zellen bewirken.

Im Folgenden wird die zelluldre Aufahme von #%%7- und A*8PFCE-PFCs mit unterschiedlichem PEG-
Anteil (0-, 5-, 10- und 20 mol%) durch Monozyten, neutrophile Granulozyten, T- und B-Zellen
verglichen (Abb. 12). Vor allem bei Monozyten ist eine sinkende mittlere Fluoreszenzintesitat (MFI)
mit steigendem PEG-Anteil zu sehen: Die Inklusion von 20 mol% PEG bewirkt eine Reduzierung der
zelluldren Aufnahme von *®*’PFCs durch Monozyten um etwa 85 % und von **%PFCs um etwa 80 %.
Die Aufnahme von *®*’PFCs durch neutrophile Granulozyten wird bei einer PEGylierung von 20 mol%
um etwa 60 %, die von A*8PFCs um etwa 75 % gesenkt (Abb. 12A). Visuell zeigt sich dies an dem
Linksshift der blauen Kurve in den Histogrammen. Im Vergleich zur roten Kurve, welche die

Aufnahme von nicht-PEGylierten PFCs zeigt, ist dabei ein deutlich schwacheres Fluoreszenzsignal
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der myeloiden Zellen detektierbar. Auffallig ist, dass die MFI der Neutrophilen erst nach Inkubation
mit 20 mol% PEG-PFCs auf den niedrigsten Wert abfallt. Auch die Aufnahme durch Lymphozyten
wird im Rahmen der PEGylierung reduziert. Vor allem bei der Partikelinkorporation von A%4’PFCE-
PFCs durch B-Lymphozyten, die ebenfalls phagozytisch aktiv sind, wird dies ersichtlich: Hierbei sinkt
die MFI nach Inkubation mit PEG-PFCs, verglichen mit der MFI nach Inkubation mit PFCs ohne PEG-
Anteil, um etwa 94 % (Abb. 12B). Diese Beobachtung scheint jedoch nicht auf die PEG-**%PFCs
Ubertragbar zu sein. In diesem Fall steigt die Aufnahme der B-Zellen bei einem PEG-Anteil von 5
mol%, um anschlieBend bei einem PEG-Anteil von 10 und 20 mol% wieder zu sinken (Abb. 12A).
Eine Senkung der MFl um 50 bis 70 % bei Verwendung von 20 mol% PEG-PFCs ist ebenfalls bei den
T-Lymphozyten feststellbar. Folglich lasst sich sagen, dass ein PEG-Anteil von 20 mol% fiir alle

analysierten Zelltypen eindeutig zur effektivsten Reduzierung der zellularen Aufnahme fiihrt.
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Abbildung 12: Aufnahme PEGylierter ~*38PFCE-PFCs und “%*’PFCE-PFCs. Oben) Histogramme und quantitative
Auswertung der Aufnahme von A) A*8PFCE-PFCs (rot) im Vergleich zu PEGylierten PFCs (blau) und von B)
AB4TPECE-PFCs im Vergleich zu PEGylierten PFCs durch Monozyten und Neutrophilen. Die graue Kurve stellt
das Signal der Negativkontrolle (N.C) dar, welche nicht mit PFCs inkubiert worden ist. Unten) Quantifizierung
der zelluldren Aufnahme von A) PEG-**83PFCE-PFCs bzw. B) **4’PFCE-PFCs durch Lymphozyten (B-Zellen, CD8™
T-Zellen, CD4™ T-Zellen). Leukozyten wurden mit Antikdrpern gegen CD45 (CD45-PerCp), CD11b (CD11b-
PE/Cy7), CD3 (CD3-APC/Cy7) und CD4 (CD4-PE) gefarbt und anschlieRend bei 37 °C fir 20 Minuten mit PFCs

inkubiert, welche unterschiedliche Anteile des Cholesterin-PEG2000 (angegeben in mol%) aufweisen.
Mittelwerte £ SD; n = 5. Quelle: Eigene Darstellung
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4.2.3. Einfluss der PEGylierung von PFCs auf die Zellviabilitat

Neben der zellularen Aufnahme sollte zusatzlich untersucht werden, ob die PEGylierung einen
Einfluss auf die Zellvitalitit hat. Dazu wurde fiir jeden Versuch der Anteil der DAPI-positiven (DAPI™)
Zellen bestimmt. Aufgrund der gestorten Membranfunktion toter Zellen kann der
Fluoreszenzmarker (4',6-Diamidin-2-Phenylindol) in diese eindringen und die Zellkerne farben.
Abbildung 13 zeigt den prozentualen Anteil der toten Zellen nach 30-minutiger Inkubation mit PFCs
ohne PEG-Anteil sowie PEGylierten PFCs. Nach Inkubation der Zellen mit 5 mol% PEG-PFCs steigt
der Anteil der DAPI™ Zellen um den Faktor 1,3 bis 1,5, bei der Verwendung von PFCs mit einem PEG-
Anteil von 10 mol% um den Faktor 1,5 - 1,7. Im Vergleich dazu betragt der Anteil verstorbener Zellen
nach Inkubation mit nicht-PEGylierten PFCs 9,2+3,5% (**8PFCs) beziehungsweise 9,7+3,4%
(A®*’PFCs). Die stirkste Abnahme der Zellvitalitit ist nach Inkubation der Leukozyten mit 20 mol%
A488- und A647-markierten PEG-PFCS zu beobachten, welche eine circa 3-fache und signifikante
Erhohung der Zellmortalitdt verursachen. Unabhangig von der PEGylierung bewirkt bereits die
Inkubation der Zellen mit nichtfunktionalisierten PFCs (0 mol% PEG) eine geringfligige aber nicht
signifikante Zunahme toter Zellen im Vergleich zur Kontrolle, die kein PFC erhielt. Zusammenfassend
zeigen die Ergebnisse eine mit steigendem PEG-Anteil kontinuierliche Einschrankung der
Zellviabilitat. Es gibt diesbeziiglich keinen signifikanten Unterschied zwischen der Verwendung von
PEGylierten A% und *%4’PFCE-PFCs. An dieser Stelle muss angemerkt werden, dass auch ohne den

Einfluss von PFCs circa 10 % aller Zellen wahrend der Versuchsschritte sterben.
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Abbildung 13: Zellvitalitit humaner Leukozyten nach Inkubation mit PEGylierten 47~ und A*%8pPFCE-PFCs.
Leukozyten aus humanem Blut wurden bei 37 °C flir 20 Minuten mit PEGylierten PFCs inkubiert. Verglichen
wurde der Einfluss unterschiedlicher Anteile des Cholesterin-PEG2000 (angegeben in mol%) der PFCs auf die
Zellvitalitat. Ein Ansatz wurde ohne PFCs inkubiert und diente als Referenzwert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit DAPI gefirbt, um zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden. DAPI® Zellen, welche die
toten Zellen reprasentieren, wurden durchflusszytometrisch ermittelt und quantifiziert. Mittelwerte + SD; n
=5, ** = p<0,01. Quelle: Eigene Darstellung
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4.3. Funktionalitatstest biotinylierter CD4-Antikorper

Im néachsten Schritt sollte in Vorbereitung auf das aktive Targeting mit 8°"PFCs die Funktionalitit
der biotinylierten CD4-Antikérper gepriift werden. Dazu wurden humane Leukozyten mit CD45-,
CD11b- und biotinylierten CD4-Antikérpern inkubiert, bevor eine weitere Inkubation mit
Streptavidin-FITC folgte. Abbildung 14A zeigt in der oberen Reihe die Ergebnisse der
Durchflusszytometrie fiir deren Versuchsansatz nach Inkubation mit CD45- und CD11b-Antikdrpern
und FITC-Streptavidin und in der unteren Reihe nach zusétzlicher Inkubation mit biotinyliertem CD4-
Antikdrper und Streptavidin-FITC. Unter den lymphoiden Zellen werden CD4!") T-Zellen anhand der
Markierung mit Streptavidin-FITC identifiziert und das Fluoreszenzsignal der Population als mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) bestimmt. In Abbildung 14B sind die gemittelten MFI-Daten fiir die
Zellen, die ohne (- mAb) beziehungsweise mit (+ mAb) biotinyliertem CD4™ Antikdrper inkubiert
worden sind, dargestellt. Unter simultaner Applikation des Antikorpers und des Streptavidins ist im
FITC-Kanal der durchflusszytometrischen Analyse eine klare Zellpopulation abgrenzbar, die als
Population der CD4") T-Zellen gewertet werden kann. Wie erwartet kann fiir die Negativkontrolle
keine Bindung des Streptavidins ausgemacht werden. Mit einer MFI von 496179,2 kann fir die
CD4"™ Population der + mAb-Zellen ein etwa 25-mal héheres und damit signifikant stirkeres

Fluoreszenzsignal als bei der Kontrolle (MFI: 21,518,7) gemessen werden.
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Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse humaner Leukozyten. A) FITC-Signal der Lymphozyten nach
Inkubation mit CD45- und CD11b-Antikérpern und FITC-Streptavidin (oben) und nach zusatzlicher Inkubation
mit biotinyliertem CD4-Antikorper und Streptavidin-FITC (unten). Darstellung des Fluoreszenzsignals der
erfassten CD4™ T-Zellen im Histogramm (rechts). B) Quantitative Auswertung der Fluoreszenzintensitit der
CD4™ T-Zellen im FITC-Kanal nach Inkubation mit Streptavidin ohne biotinylierten Antikdrper (- mAb) und mit
Streptavidin plus biotinylierte CD4 Antikérper (+ mAb). Mittelwerte + SD; n = 5. Quelle: Eigene Darstellung
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4.4. Die Biotin-Avidin-Interaktion fiir die aktive Ansteuerung von T-Zellen

Der Fokus des nidchsten Versuchsteils liegt auf dem Aufbau eines aktiven Targetings von CD4" T-
Zellen unter Einsatz der Biotin-Avidin-Interaktion. Wie bereits in 1.5.3. beschrieben, ist sie die
starkste bekannte nichtkovalente Wechselwirkung zwischen einem Protein und einem Liganden und
wird durch extreme pH-Werte, Temperaturen, organische Losungsmittel und andere
Denaturierungsmittel nicht beeintrichtigt.>™> In der hier vorliegenden Abeit wurde das
deglykolisierte NeutrAvidin verwendet. Unter Anwendung biotinylierter CD4-Antikorper,
NeutrAvidin und biotinylierten PFCs soll, wie unten dargestellt, eine Biotin-Avidin-Briicke in vitro
hergestellt werden. Auf diese Weise erfolgt eine spezifische Bindung der PFCs iber NeutrAvidin an

die Zelléberflache der CD4™ T-Zellen (Abb. 15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung einer Biotin-Avidin-Briicke zwischen CD4!*) T-Zellen, NeutrAvidin
und biotinylierten PFCs. Die T-Zellen werden mit biotinylierten Antikdrpern markiert. NeutrAvidin kann im
nachsten Schritt an diese Zellen oder an biotinylierte PFCs gebunden werden. Auf diese Weise entsteht eine
Biotin-Avidin-Bindung zwischen Zellen und PFCs. Eine spezifische Ansteuerung der CD4+ T-Zellen soll somit
ermoglicht werden. TCR = T-Zell-Rezeptor. Quelle: Eigene Darstellung

4.4.1. Herstellung und Charakterisierung von biotinylierten “-PFCs und A%%8PFCs

Um die in Kapitel 4 beschriebene spezifische Bindung von PFCs an CD4™ T-Zellen zu erzielen und
eine Biotin-Avidin-Interaktion zwischen Antikérpern und PFCs unter Zugabe von Avidin zu

induzieren, wurden zunichst biotinylierte PFCs (B°""™PFCs) hergestellt.

Fir die Erzeugung der biotinylierten PFCs wurde Perfluoro-15-Kronen-5-Ether (PFCE) und
Carboxyfluorescein (Cfl.) beziehungsweise DPPE-Atto488 (A488.) als Fluoreszenzmarker eingesetzt

(BietinCfl.pECs bzw. BictinA488.pECs). Der Herstellungsprozess erfolgte wie oben beschrieben mittels
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Hochdruckhomogenisation mit der Ausnahme, dass den Emulsionen 0,01 mol% bis 0,1 mol% DSPE-
PEGa000-Biotin zugesetzt wurde. Die Kontrollemulsion erhielt kein Biotin (0 mol% “™PFCs bzw.

A488.pECs). Des Weiteren wurden die PFCs mit 5 mol% DSPE-PEG,o00 funktionalisiert.

4.4.1.1.  Charakterisierung der 3°"“-pFCs
Mithilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) erfolgte auch bei diesen PFCs eine Bestimmung des

hydrodynamischen Partikeldurchmessers, PDIs und {-Potenzials (Abb. 16A). Die Bt pECE-PFCs
weisen mit einem Biotin-Gehalt von 0,1 mol% mit 135,6+2,7 nm den hochsten Partikeldurchmesser
auf. Einen signifikant kleineren Durchmesser zeigen die 0,01 mol% PFCs mit 127,4+0,9 nm. Das -
Potenzial betragt fiir alle PFCs Werte zwischen -35 mV und -45 mV. Der PDI schwankt um Werte von

0,15 bis 0,22.

Die Fluoreszenzsignale der PFCs wurden mit dem VIS Lumina Il gemessen. Abbildung 16B zeigt
sowohl die Fluoreszenzaufnahmen der Kontrollemulsion und die der Carboxyfluorescein-
markierten PFCs. Die MFI der Kontrolle betrigt 3,5x10%+9,8x10° und die der 0 mol% “"PFCs
6x10%+1,1x10% Fiir 0,01 mol% BenCpECs liegt der Wert bei 5,4x10%+4,2x10° und fiir 0,1 mol%
BiotinCflpECs  bei  4,4x10%+9,6x10°. Die Fluoreszenzsignale der “PFCs sind gegeniiber der
Kontrollemulsion durchschnittlich etwa 1,2-bis 1,7-mal starker (Abb. 16C). Signifikant ist hier

lediglich der Unterschied der Fluoreszenzen zwischen der Kontrolle und der 0 mol% PFCs.

Fiir die MRT-Messungen wurden die zu analysierenden PFCs in 0,2 ml ReaktionsgefaRe Uberfihrt.
Die Proben wurden neben einem weiteren mit Wasser gefiillten Reaktionsgefal platziert. Dieses
dient als Hilfsmittel zur korrekten Lokalisation und Identifizierung der Proben in der anschlieBenden
Auswertung. Abbildung 16D zeigt die *H und *°F-Aufnahmen sowie das *H/*°F-Uberlagerungsbild
aus der MRT-Messung. Visuell lasst sich im *°F-Bild als auch in der Uberlagerung ein, im Verhiltnis
zu den anderen beiden Emulsionen, schwicheres Signal der 0,01 mol% B°t"<f-pFCs feststellen. Die
Quantifizierung der Messergebnisse bestitigen diese Beobachtung (Abb. 16E). Das stirkste °F-
Signal haben hier die 0 mol% “"PFCs mit einem SNR von 218,3+118,7, gefolgt von dem 0,1 mol%
Biotin.Cfl.pEC (SNR: 210,7+78,4). Das SNR der 0,01 mol% PFCs liegt bei 134+53,2 und ist somit etwa 1,6-
mal schwécher als das der beiden anderen Emulsionen. Es kbnnen keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den Signalen der Emulsionen ermittelt werden.
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Abbildung 16: A) DLS-Messungen von BitinCfpECs, Graphische Darstellung der Ergebnisse aus der
dynamischen Lichtstreuung (DLS) fur die durchschnittliche PartikelgroRe in nm (links), den
Polydispersitatsindex (PDI) (Mitte) und das Zeta-Potenzial in mV (rechts). B) Messung der
Fluoreszenzeigenschaften von ¢!PFCE-PFCs. Fluoreszenzaufnahme der nicht-biotinylierten “PFCs (0 mol%
Biotin) und der biotinylierten 8°t"-¢-pFCs (0,01 mol% und 0,1 mol% Biotin). C) Quantifizierung der detektierten
Fluoreszenzsignale als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). D) *H/*F-MRT der “-PFCE-PFCs. Messungen von
nicht-biotinylierten ¢PFCs (1), 0,01 mol% Biotin- “"PFCs (2), 0,1 mol% Biotin- “"PFCs (3). E) Quantifizierung
der °F Signale als Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio; SNR). Mittelwerte + SD; n = 3-5. * = p<0,05.
Quelle: Eigene Darstellung

4.4.1.2.  Charakterisierung der Bictin-A488-pgCg
Die Charakterisierung der BlotinA48.pECs erfolgte unter anderem mittels DLS und NTA. Die Graphen

fiir die PartikelgroRenverteilung aus der DLS- und NTA-Messung sind in Abbildung 17A und 17D zu
sehen. Sie visualisieren die homogene Verteilung der Partikel beziiglich ihres Durchmessers in einem

GrofRenbereich von 100 bis 150 nm. Die Ergebnisse der DLS zeigen, dass die PFCs mit einem
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Biotingehalt von 0,1 mol% (°t"A%88-pECE-PFCs) und einer PartikelgréRe von 130,2+1,1 nm etwas
groBer sind als die nicht-biotinylierten PFCs (**®PFCs) (126%2,8 nm). In der NTA fallen ebenso die 0
mol% PFCs mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 108,710 nm kleiner aus als die 0,1
mol% Bi°tnA488pECs mit 112,149,7 nm. Das {-Potenzial nimmt Werte von -36,2+1,5 mV fir die
Biotin-A488.pECE-PFCs und -37,7+1,5 mV fiir die #*88PFCE-PFCs an. Der PDI betrégt fiir beide Emulsionen
etwa 0,2 und bestétigt die monodisperse Verteilung der Partikel. Mittels NTA werden fir die 0 mol%
PFCs 2,611x10%3+9,729x10'2 Partikel/ml| gemessen, fiir die 0,1 mol% PFCs 2,697x10%%+9,7821x10*?
Partikel/ml (Abb. 17C/D). Statistische Tests liefern kein signifikantes Ergebnis beztglich vorhandener
Unterschiede in Partikeldurchmesser, PDI, Zeta-Potenzial oder Partikelkonzentration bei Vergleich

der beiden PFCs.

Neben der Analyse mittels dynamischer Lichtstreuung und NTA sollte die Charakterisierung auch
die Analyse der Fluoreszenzeigenschaften und '°F-Signale der PFCs beinhalten. Die
Fluoreszenzbilder der Emulsionen sind in Abbildung 18A, die quantitative Auswertung der
Messsignale in Abbildung 18B zu sehen. Fir die Kontrollemulsion liegt das Signal bei
3,1x10*+4,9x10° MFI, fiir die 0 mol% PFCs bei 1,2x10°+1,1x10* MFI und bei 1,4x10°+2,5x103fur die
0,1 mol% PFCs. Sowohl die 0 mol% PFCs als auch die biotinylierten PFCs zeigen ein signifikant

starkeres Emissionssignal als die Kontrolle.

Die Durchfiihrung der MRT-Messungen erfolgte nach gleichem Prinzip wie oben beschrieben. In
Abbildung 18C sind die mittels MRT produzierten H-, 1°F- und die *H/**F-Aufnahmen zu sehen. Fiir
die Messung der °F-Signale wurde das Signal-Rausch-Verhiltnis ermittelt und quantifiziert. Das SNR
der 0 mol% PFCs liegt bei 145,2+81,9. Mit einem SNR von 212+135,4 ist der Wert fir die 0,1 mol%
PFCs zwar etwa 1,5-mal hoher, signifikant ist der Unterschied jedoch nicht (Abb. 18D).
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Abbildung 17: DLS- und NTA-Messungen der BiotinA%8.pECs.  A) Graphische Darstellung der
PartikelgroRenverteilung aus der DLS-Messung und B) der Ergebnisse fir die durchschnittliche PartikelgroRRe
in nm (links), den Polydispersitatsindex (PDI) (Mitte) und das Zeta-Potenzial in mV (rechts). Der Anteil des
DSPE-PEG2000-Biotins am Gesamtlipidgehalt ist in mol% angegeben (0 mol% und 0,1 mol%). C) Ergebnisse der
NTA-Messungen von 0 mol%-Biotin A**PFCE-PFCs und 0,1 mol% Bi°tinA488pECE-PFCs fiir die durchschnittliche
PartikelgroRe in nm (oben) und die Partikelkonzentration in Partikel/ml (unten) und D) der
PartikelgroBenverteilung. Mittelwerte £ SD; n = 3 — 6. Quelle: Eigene Darstellung

49



Ergebnisteil

A)  Fluoreszenzaufnahme (IVIS) B)
2.0x10% i
(ctr) 0 mol% 0,1 mol% ] |
S _— 1.5x105- ok
PFOB Biotin Biotin Ii
- T
& 1.0.10°
5,0:104-
0-
Ctr 0mol% 0,1 mol%
C) D)
1IH-MRT F-MRT 1H + 13F-MRT 400-
E 300 |

@,

T 2001
2
w

&~ 100

04

0 mol% 0,1 mol%

Abbildung 18: Fluoreszenzeigenschaften von biotinylierten und nicht-biotinylierten A**PFCE-PFCs. A)
Fluoreszenzaufnahme der nicht-biotinylierten #*88PFCs (0 mol% Biotin) und der biotinylierten Bictn-A488pCs (0,1
mol% Biotin). B) Quantifizierung der detektierten Fluoreszenzsignale als mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI).
'H/°F-MRT von A*88pPFCE-PFCs. C) MRT-Messungen von je 10 pl nicht-biotinylierten ~*#-PFCs (1) und 0,1 mol%
Biotin.A488.pFCs (2). D) Quantifizierung der detektierten °F Signale als Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise
ratio; SNR). Mittelwerte £ SD; n = 3 - 6. ** = p<0,01; **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung

4.4.1.3. Validierung der Biotinylierung
Im Anschluss an die Charakterisierung sollte Gberprift werden, ob die Integration von Biotin (0,01

mol% bzw. 0,1 mol%) in die Lipidschicht der Emulsionen wahrend des Herstellungsprozesses der
PFCs erfolgreich war. Dazu wurden die zu Uberprifenden PFCs, wie es in Abbildung 19E
veranschaulicht wird, mit Avidin-Agarose inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die
Fluoreszenzsignale der in den Sdulen verbliebenen Agarose mittels /VIS sowie deren °F Signale

mittels MRT-Messungen bestimmt.

Abbildung 19A zeigt die Fluoreszenzaufnahme sowie das Uberlagerungsbild der Avidin-Agarose-
Saulen aus der IVIS-Messung fiir die B°tnCf-pECs, Die quantitative Auswertung der °F-Signale,
angegeben als Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR), findet sich in Abbildung 19B. Nicht nur visuell,
sondern auch quantitativ ist zu erkennen, dass die Fluoreszenzsignale der Agarosen mit
biotinylierten PFCs signifikant starker sind als derer, die PFCs ohne Biotin-Anteil erhielten. Die MFI
liegt fiir letztere bei 1,04x10%+1,31x10°. Fiir die Agarose mit 0,01 mol% B°i"f-PECs sind die Werte
etwa doppelt so hoch. Fiir die 0,1 mol% Bt pFCs betrigt sie 4,53x10°%+6,65x10° und ist damit etwa
4,5-mal hoher. Zudem ist das Signal der 0,1 mol% PFCs mit einem signifikanten Unterschied etwa

doppelt so hoch wie das der 0,01 mol% PFCs.
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Die Proben wurden ebenfalls mittels MRT analysiert. Die *H- und °F-Aufnahmen sowie die *H/*F-
Uberlagerung der Avidin-Agarose-Saulen sind in Abbildung 19C zu sehen. Dariiber hinaus ist die
Quantifizierung der °F-Signale abgebildet (Abb. 19D). Auch hier ist ein deutlicher visueller und
guantitativer Unterschied zwischen den Proben mit und ohne Biotin-Anteil auszumachen. Das SNR
der Agarosen, die zuvor mit biotinylierten PFCs inkubiert worden sind, ist deutlich starker als jenes,
das von der Agarose mit PFCs ohne Biotin-Anteil detektiert wird. Dieses liegt fiir die 0 mol% -PFCs
bei 7,146,7, bei den 0,01 mol% B°tin-pFCs bei 26+10,8 und fiir die 0,1 mol% Betnfl.pFCs bei
31,245,9. Damit sind die Signale der biotinylierten PFCs etwa 4-mal hoher als die der nicht

biotinylierten Probe.

Da auch die hier verwendeten 0,1 mol% Bi°ti"A488-pECs einen Biotin-Anteil haben, sollte wie auch bei
den BetinCfpECs gepriift werden, ob das Einbringen des DSPE-PEG,o0-Biotins (0,1 mol%) in die
Lipidschicht erfolgreich war. Die mittels /IVIS gemessenen Fluoreszenzeigenschaften des in den
Saulen verbliebenen Agarosegels (Abb. 17A/B) lassen erkennen, dass die Signale der Agarose-
Siulen, welche die BietinA488-pECE-PFCs enthielten, deutlich stirker sind als derer, die PFCs ohne
Biotin-Anteil erhielten. Die MFI liegt nach Inkubation mit 0 mol% PFCs bei 1,7x10%+4,55x10°.
Demgegeniiber nimmt sie nach Inkubation mit 0,1 mol% PFCs einen Wert von 4,78x10°+6,91x10°

an und ist damit signifikant hoher.

Im Anschluss an die Messung der Fluoreszenzsignale wurden ebenfalls MRT-Messungen der Saulen
durchgefiihrt. Abbildung 20C/D zeigt die hierbei erzielten Ergebnisse: Dargestellt sind MRT-Bilder,
darunter befinden sich die *H- und °F-Aufnahmen sowie die H/*°F-Uberlagerung der Avidin-
Agarose-Saulen. Visuell ist ein deutliches Signal im °F-Scan der Saulen, die mit 0,1 mol%
BiotinA488.pECs inkubiert wurden, zu erkennen (Abb. 20C). Dies ist bei Verwendung der 0 mol% PFCs
nicht vorhanden. Neben den Aufnahmen wurden die Messsignale, die in den Agarosen detektiert
wurden, quantitativ ausgewertet (Abb. 20D). Das SNR der Probe, welche mit 0 mol% PFCs inkubiert
wurde, betragt 3,47+0,7. Im Vergleich dazu liegt das SNR der Agarose, die mit biotinylierten PFCs

inkubiert wurde, mit einem Wert von 31,7+16,9 etwa 9-mal und damit signifikant héher.

Sowohl fiir die B°nC-pFECs als auch die B°tinA48-pECs deuten die Ergebnisse der Fluoreszenz- und
MRT-Messungen auf eine erfolgreiche Bindung der Biotin-PFCs an die in dem Agarosegel
befindlichen Avidin-Beads hin. Zudem scheint der hdohere Anteil des Biotins von 0,1 mol%,
verglichen mit einem Anteil von 0,01 mol%, eine vermehrte Anreicherung im Agarosegel zu

bewirken, was an den starkeren Fluoreszenzsignalen und héheren SNR-Werten deutlich wird.
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Abbildung 19: Bindung von Bt C¢flpFCs an Avidin-Agarose. A) /VIS-Fluoreszenzaufnahme (links) und
Uberlagerungsbid der Fotoaufnahme und des Fluoreszenzbildes (rechts) der Avidin-Agarose-Sdulen nach
Inkubation mit nicht-biotinylierten (0 mol% Biotin) beziehungsweise mit biotinylierten “"PFCE-PFCs (0,01 oder
0,1 mol% Biotin). B) Quantifizierung der detektierten Fluoreszenzsignale als mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI1). C) *H/*F-MRT von Avidin-Agarose-Saulen nach Inkubation mit “PFCE-PFCs. Siulen mit integriertem
Filter wurden zunachst mit Avidin-Agarose-Gel und entsprechenden PFCs aufgefillt. Nach 30-minditiger
Inkubation wurden die Sdulen mit Phosphat-Glycerol-Puffer gewaschen und Partikel, die nicht an die Avidin-
Beads gebunden haben, aus dem Agarosegel ausgewaschen. AnschlieRend erfolgten MRT-Messungen von
Siulen mit nicht-biotinylierten “"“PFCs (oben), 0,01 mol% B°tnCfpFCs (Mitte) oder 0,1 mol% BetnCipECs
(unten). D) Quantifizierung der detektierten °F-Signale als Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio;
SNR). E) Schematische Darstellung einer Avidin-Agarose-Saule. Mittelwerte + SD; n = 3-5. * = p<0,05; ** =
p<0,01; *** = p<0,001. Quelle: Eigene Darstellung
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Abbildung 20: Bindung von Bictin-A%88-pECs an Avidin-Agarose. A) /VIS-Fluoreszenzaufnahme (links) und
Uberlagerung (rechts) von Avidin-Agarose-Saulen nach Inkubation mit nicht-biotinylierten (0 mol% Biotin)
bzw. mit biotinylierten A%%PFCE-PFCs (0,1 mol% Biotin). B) Quantifizierung der detektierten
Fluoreszenzsignale als mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI). C) *H/**F-MRT von Avidin-Agarose-Saulen nach
Inkubation mit Biotin-A488.pECE-PFCs, Siulen mit integriertem Filter wurden zunichst mit Avidin-Agarose-Gel und
entsprechenden PFCs aufgefiillt. Nach 30-mindtiger Inkubation wurden die Saulen gewaschen und Partikel,
die nicht an die Avidin-Beads gebunden haben, ausgewaschen. Anschlieend erfolgten MRT-Messungen von
Saulen mit nicht-biotinylierten #*%3-PFCs (oben) bzw. 0,1 mol% Bi°inA488-pECs (unten). D) Quantifizierung der
detektierten '°F-Signale als Signal-Rausch-Verhiltnis (signal-to-noise ratio; SNR). Mittelwerte + SD; n = 6. **
=p<0,01; **** = p<0,0001. Quelle: Eigene Darstellung

4.4.2. Passive Aufnahme biotinylierter A438-PFCs

In Vorbereitung auf das aktive Targeting mit den biotinylierten PFCs sollte zunadchst die passive
Aufnahme der 0 mol% #*#PFCs und der 0,1 mol% Bi°tnA488pECs untersucht werden. Dazu wurden im
ersten Schritt aus humanem Blut isolierte Leukozyten mit CD45-, CD11b- und biotinylierten CD4-
Antikérpern inkubiert. AnschlieBend wurden den Zellsuspensionen unterschiedliche
Konzentrationen PFC zugesetzt. In Abbildung 21 ist die Quantifizierung der zelluldren Anreicherung
der 0 mol% PFCs (schwarz) und der 0,1 mol% PFCs (blau) durch Lymphozyten, Monozyten und
neutrophile Granulozyten dargestellt. Wie hier erkenntlich wird, ist die Partikelaufnahme durch die
Monozyten am héchsten, gefolgt von den Neutrophilen. Dabei werden biotinylierte PFCs im

Vergleich zu den nicht-biotinylierten durch die myeloiden Zellen in 1,5- bis 1,8-Facher Menge
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aufgenommen. AuBerdem wird der Anstieg der Signalstirke bei steigender PFC-Konzentration
veranschaulicht. Fiir die Neutrophilen ist beispielsweise ein Anstieg der MFI um circa 60 % nach
Inkubation mit 30 pl 0 mol% PFCs zu beobachten. Der Trend ist ebenfalls bei den Monozyten und
den Lymphoiden zu erkennen, wobei die Partikelinkorporation durch die CD4" Lymphoiden
unabhangig von der PFC-Konzentration stets gering ist. Dabei ist zu beachten, dass im passiven
Targeting eine geringe Partikelinkorporation durch die lymphoiden Immunzellen angesichts ihrer
geringen Phagozytosefihigkeit zu erwarten ist.»2 Es gibt keine nennenswerten Differenzen zwischen
den Aufnahmen der 0 mol% und der 0,1 mol% PFCs. Dennoch bewirkt die Inkubation mit 0,1 mol%
PFCs geringfligig hohere MFI-Werte der myeloiden Zellen. Resiimierend deuten die Ergebnisse auf
eine bevorzugte passive Aufnahme der biotinylierten PFCs durch Monozyten und Neutrophilen hin,

wobei der Unterschied nicht statistisch signifikant ist.

Lymphozyten Monozyten Neutrophile
20102, 8.0<107- 3.0x10%
1.5x107 6.0x10°]
-|_ 20410
S | 1.0:102; 4.0.10%]
1.0x10% T
50107 T 2.0x103]
0 0 0l
Omol% 0,1 mol% Omol% 01 mol% Omol% 0,4 mol%

Abbildung 21: Passives Targeting mit (biotinylierten) #*8%PFCs. Quantitative Analyse der zelluldren Aufnahme
von A%8-pECE-PFCs (0 mol% Biotin; schwarz) und BotinA%8pECE-PFCs (0,1 mol% Biotin; blau). Leukozyten aus
humanem Blut wurden mit Antikérpern gegen CD45, CD11b und biotinylierten CD4-Antikorpern markiert und
mit A%8PFCs bzw. BiotinA%8.pECs inkubiert. Die Partikelaufnahme durch die Lymphozyten, Monozyten und
Neutrophilen wurde anhand ihrer Fluoreszenzsignale als MFI mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.
Mittelwerte + SD; n = 3 — 5. Quelle: Eigene Darstellung

4.4.3. Aktives Targeting von AvBietin-pECs
Der nichste Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der spezifischen Ansteuerung der CD4™) T-Zellen

unter Nutzung der Biotin-Avidin-Interaktion zwischen Zellen und PFCs. Um diese umzusetzen,
sollten folgend PFCs hergestellt werden, die einen Biotin-Avidin-Anker in ihrer Lipidschicht tragen.

Dieser Anker soll die in Kapitel 4 beschriebene Kopplung der PFCs an die CD4!") T-Zellen erméglichen.

4.43.1. Herstellung, Charakterisierung und Targeting der A“-Bictin-pECs
Fir die Herstellung der AB°tn-pECs wurden die bereits hergestellten BoinA488.pECs genutzt. Diese

wurden zunachst mit NeutrAvidin inkubiert und anschlieRend zentrifugiert, um freies NeutrAvidin

aus der Suspension zu entfernen.
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Um zu untersuchen, ob die Verkniipfung von NeutrAvidin mit den biotinylierten PFCs einen Einfluss
auf deren Eigenschaften hat, wurden sie mittels DLS analysiert (Abb. 22A). Die 0,1 mol% A*B°t"pECs
sind mit einem hydrodynamischen Durchmesser von 180,24 nm signifikant groRRer als die 0 mol%
AvBiotin.pECs die einen Durchmesser von 148,7+10,1 nm haben. Der PDI liegt fiir beide PFCs etwa bei
0,1. Sonderbar bei diesen Messungen ist das positive Zeta-Potenzial beider Emulsionen, das bei den
bisher untersuchten PFCs einen negativen Wert hat. Das Zeta-Potenzial der 0 mol% A“Bt"PFCs

betrigt +38,5+1,1 mV und das der 0,1 mol% A“B°t"PFCs +40,4+1 mV.

Die weitere Charakterisierung erfolgte mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse mit Bestimmung der
durchschnittlichen PartikelgroRe und Partikelkozentration/ml. Abbildung 22B zeigt die Ergebnisse
der Messungen. Beide Emulsionen weisen etwa 4x10'? Partikel pro Milliliter auf Der
hydrodynamische Durchmesser wird in der NTA mit etwa 130 nm gemessen. Insgesamt sind keine

signifikanten Unterschiede im Vergleich beider PFCs festzustellen.

AnschlieRend an die Charakterisierung sollte das aktive Targeting mit den A“B°"PFCs getestet
werden. Dazu wurden Leukozyten mit CD45-, CD11b- sowie mit biotinylierten CD4-Antikorpern
inkubiert und die Aufnahme dieser durch die Zellen nach Inkubation mit den PFCs
durchflusszytometrisch bestimmt. Betrachtet man die dabei detektierten Lymphozyten, lassen sich
nur wenige A488-markierte Zellen ausmachen (Abb. 22C). Trotz Einsatz verschiedener PFC-
Konzentrationen zeigt sich kein Einfluss dessen auf die Partikelaufnahme. Auch kann kein
signifikanter Unterschied zwischen der Aufnahme der 0 mol% und den 0,1 mol% A“BtnpECs
ausgemacht werden. Im Gegensatz dazu werden fiir die Monozyten und Neutrophilen circa 1,5-Fach
hohere MFI-Werte nach Inkubation mit 0,1 mol% PFCs detektiert. Festzuhalten ist, dass fiir alle
Populationen nur niedrige MFI-Werte gemessen werden und keine Population mit den hier
verwendeten PFCs erfolgreich markiert werden kann. Ursache dessen ist moglicherweise, dass die

Verkniipfung von Avidin an die Biotingruppe der PFCs nicht erfolgreich war.
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Abbildung 22: Charaktersierung der A'E°i"pECs und Analyse ihrer Aufnahme im aktiven Targeting mit
AvBiotin.pECs, A) Ergebnisse der DLS-Messungen der A“BotnpECs (0 mol% und 0,1 mol% Biotin) fiir die
PartikelgroRe in nm (links), den Polydispersitatsindex (PDI) (Mitte) und das Zeta-Potenzial in mV (rechts). B)
Ergebnisse der NTA-Messungen von 0 mol% und 0,1 mol% ~'8°tn-PFCs fiir die durchschnittliche PartikelgréRe
in nm (links) und die Partikelkonzentration in Partikel/m| (rechts). C) Durchflusszytometrische Analyse
humaner Leukozyten nach Inkubation mit 0 mol% bzw. 0,1 mol% A“B°i"PFCs, Signal der Lymphozyten im FITC-
Kanal (Mitte) nach Markierung mit Antikérpern gegen CD45, CD11b und biotinylierten CD4-Antikérpern sowie
anschlieBender Inkubation mit ““8°inpFCs. Darstellung des Fluoreszenzsignals der CD4") T-Zellen im

Histogramm (rechts). Eine klar abgrenzbare CD4") T-Zell-Population ist nicht darstellbar. Mittelwerte + SD; n
=1-3. Quelle: Eigene Darstellung
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4.4.4. Analyse der zelluliren Aufnahme biotinylierter PFCs

Um zu untersuchen, ob ein aktives Targeting, ergo eine aktive Aufnahme der PFCs durch CD4" T-
Zellen unter Einsatz von biotinylierten PFCs und Anti-CD4"-Antikérpern umgesetzt werden kann,
wurden im nichsten Versuchsteil Leukozyten mit unterschiedlichen Konzentrationen der 8- pECs
und BietinA488.pECs inkubiert. Dabei war das Ziel die spezifische Ansteuerung der CD4") T-Zellen iiber

eine Biotin-Avidin-Wechselwirkung.

Die Zellen wurden dafiir zunachst mit CD45-, CD11b- und biotinylierten CD4-Antikérpern inkubiert,
um eine Differenzierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten (CD11b"), CD4V
Lymphoiden (CD11b" und CD4") und CD4" T-Zellen zu erméglichen. Nachdem die Proben
gewaschen wurden, wurden sie mit NeutrAvidin bei gleichen Bedingungen inkubiert. Im nachsten
Schritt wurde das Zellpellet erneut gewaschen, um lberschissiges NeutrAvidin aus der Suspension
zu entfernen. Daraufthin wurden die Zellen mit 0 mol% und 0,1 mol% der B°"™PFCs inkubiert. Tote
Zellen wurden mittels DAPI-Farbung markiert und die Probe anschliefend durchflusszytometrisch

analysiert.

4.4.4.1. Aktives Targeting von CD4™ T-Zellen mit B°t"f-pFCs
Um die Markierung der Zellen mit B°"C!pFCs zu ermitteln, wurde die MFI der jeweiligen

Zellpopulation bestimmt. Abbildung 23 zeigt die in der durchflusszytometrischen Analyse
identifizierten Immunzellpopulationen nach Inkubation mit dem nicht-biotinylierten “"PFC und dem

Biotin.CfI.PFC.

Die Ergebnisse zeigen, dass besonders die CD4" Zellen unabhingig von dem verwendeten PFC
niedrige Fluoreszenzwerte aufweisen (MFI < 10). Auch die Neutrophilen haben eine geringe
Partikelaufnahme, wobei sich in der Aufnahme von biotinylierten und nicht-biotinylierten
Emulsionen kein Unterschied feststellen ldsst. Bei den Monozyten scheint die Aufnahme der 0 mol%
PFCs mit der der 0,1 mol% PFCs vergleichbar zu sein. Am hochsten sind die Fluoreszenzsignale der
CD4™ T-Zellen — diese liegen nach Inkubation mit 0 mol% &°"“"-PFCs bei 4,2x10%+7,2x10* und nach
Inkubation mit den 0,1 mol% B°i"-PFCs bei 1,1x103+5,2x10? und somit etwa 2,6-mal héher. Damit
kann hier eine praferentielle Aufnahme der biotinylierten PFCs durch die CD4") T-Zellen beobachtet
werden, was ebenfalls durch den Rechtsshift der Kurve fiir diesen Zelltyp in Abbildung 23A
visualisiert wird. Dieses Ergebnis |dsst darauf schlieRen, dass dies auf die hier induzierte Biotin-
Avidin-Bindung zwischen PFCs und Zellen zuriickzufiihren ist. Gleichzeitig deutet die im Vergleich
dazu niedrigere PFC-Aufnahme durch die Neutrophilen und die Monozyten auf eine Unterdriickung

ihrer phagozytosebedingten Aufnahme hin.

57



Ergebnisteil

A _ I
) 0 mol% Biotin 0,1 mol% Biotin CDA4+ T-Zellen
- 103~
cD4 pa- 2.0x10
« 1.5+10% '|'
CD4+ T 40.10°]
= CD4+ = = 1.0<10
\ o
E I / - /
= i ¥ f 5.0x107-
G 1 ~N \ /
N : A \Y
RV J 0
] A { A -
L,. - ,\- P— — ‘ 0 mol% 0,1 mol%
FIMC —mM8M8M8 FITC
B) CD4- Lymphoide Monozyten Neutrophile
10+ 1.0+102- 5.0x10"-
84 - 8.0x10" _ 4,010 -
_ 64 6.0x1014 3.0x10"4
= = =
44 4.0x10"4 2.0<10"4
24 2,010 1.0x1071
0- 04 0
0 mol% 0,1 mol% 0 mol% 0,1 mol% 0 mol% 0,1 mol%

Abbildung 23: Aktives Targeting mit Carboxyfluorescein-markierten (biotinylierten) PFCs. Analyse der
zelluldren Aufnahme von “-PFCE-PFCs und B°tinCf-pECE-PFCs durch A) CD4™ T-Zellen und B) CD4V
Lymphozyten, Monozyten und Neutrophilen. Leukozyten aus humanem Blut wurden mit CD45-, CD11b- und
biotinylierten CD4-Antikdrpern markiert und anschlieBend mit NeutrAvidin inkubiert. Im Anschluss wurden
die Zellen fiir 30 Minuten bei 37 °C mit ““PFCs (0 mol% Biotin; schwarz) bzw. 8°i"¢f-pFCs (0,1 mol% Biotin;
blau) inkubiert. Zur Analyse der PFC-Aufnahme durch die Leukozyten wurden die Fluoreszenzsignale der
Zellpopulationen als mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) in der Durchflusszytometrie quantifiziert.
Mittelwerte + SD; n = 3. Quelle: Eigene Darstellung

4.4.4.2.  Aktives Targeting von CD4™ T-Zellen mit Bictin-A%88.pECs
Im nachsten Schritt sollte das aktive Targeting mit 8°tn-A%88.pECs untersucht werden. Nach Inkubation

mit den oben genannten Antikdrpern und NeutrAvidin wurde den Zellen unterschiedliche Mengen
Biotin-A%88.pECs zugesetzt. Die dabei entstehende Biotin-Avidin-Interaktion sollte auch hier zu einer

gezielten Ansteuerung der CD4") T-Zellen fiihren.

Die PFC-Aufnahme der jeweiligen Populationen ist in Abbildung 24 als MFI des FITC-Signals
dargestellt. Untersucht werden Unterschiede in der zelluldren Aufnahme von **%-PFCs (schwarz)
und BietinA488.pECs (blau). Im Vergleich wird ersichtlich, dass besonders die myeloiden Zellen eine sehr
hohe Partikelaufnahme mit MFIs von bis zu 8x103 fiir die Monozyten, erreichen. Im Gegensatz zu
den Uibrigen Zelltypen zeigen die CD4" Lymphozyten eine etwa 20- bis 30-mal niedrigere MFI, was
fir eine nur geringe PFC-Aufnahme spricht. Die CD4" T-Zellen zeigen nach Inkubation mit
Biotin A488.pECs eine etwa 1,2-mal hohere MFI als nach Inkubation mit A*®-PFCs. Zu erkennen ist dies

ebenfalls an einem marginalen Rechtsshift der Kurve fiir die CD4") T-Zellen in den Histogrammen
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(Abb. 24A). Wie an den Diagrammen in Abbildung 24B zu erkennen ist, fihrt die Inkubation mit den
biotinylierten PFCs aber nicht nur bei den CD4" T-Zellen, sondern auch bei den Monozyten und den
CD4" Lymphozyten zu einer hheren Aufnahme als die Inkubation mit den nicht-biotinylierten PFCs.
Hinsichtlich dessen kann in diesem Versuch nicht eindeutig auf eine spezifische Ansteuerung der
CD4™ T-Zellen mithilfe einer Avidin-Biotin-Interaktion geschlossen werden. Méglicherweise

unterliegt die hohere Aufnahme einer anderen einflussnehmenden Eigenschaft der biotinylierten

PFCs.
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Abbildung 24: Aktives Targeting mit (biotinylierten) **%8-PFCs. A) Analyse der zelluliren Aufnahme von
A488.pECE-PFCs und BiotinA488.pECE-PFCs durch A) CD4M T-Zellen und B) CD4Y Lymphozyten, Monozyten und
Neutrophilen. Leukozyten aus humanem Blut wurden mit Antikérpern gegen CD45, CD11b und biotinylierten
CD4-Antikdrpern markiert und dann mit NeutrAvidin inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit #*¥8PFCs
(0 mol% Biotin; schwarz) bzw. B°tinA488.pECs (0,1 mol% Biotin; blau). inkubiert. Zur Analyse der PFC-Aufnahme
durch die Leukozyten wurden die Fluoreszenzsignale der Zellpopulationen als mittlere Fluoreszenzintensitat
(MFI) in der Durchflusszytometrie quantifiziert. Mittelwerte + SD; n = 3. Quelle: Eigene Darstellung
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5. Diskussion

CD4™ T-Zellen sind zentrale Akteure bei der Regulation der Immunantwort und der Abwehr von
pathogenen Erregern. Sie sind von fundamentaler Bedeutung fiir die adaptive Immunantwort sowie
fur die Koordination und Modulation einer Vielzahl von Immunreaktionen. Umgesetzt wird dies
unter anderem Uber die Ausschiittung von Chemokinen und Zytokinen. Diese Signalmolekiile
spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung zwischen verschiedenen Immunzellen, sodass
Makrophagen, B-Zellen, Dendritische Zellen oder auch CD8" T-Zellen rekrutiert und aktiviert
werden kénnen.”® Dabei balancieren CD4" T-Zellen zwischen pro-inflammatorischen Signalen,
welche die Entziindungsreaktion fordern, und anti-inflammatorischen Signalen, die eine
Uberschiefende Immunreaktion eindammen. Darliber hinaus besitzen sie proliferative
Eigenschaften, die im Rahmen der Gewebeheilung den Gewebeumbau, beispielsweise durch

2425 Benannt sind diese Lymphozyten nach dem

Fibrosierung und Angiogenese, initiieren.
Oberflachenprotein CD4 (CD = Cluster of Differentiation), das auf ihrer Zelloberflache exprimiert
wird. CD4™ T-Zellen agieren hochkomplex: Nicht nur die diversen Aufgaben der verschiedenen
Subtypen, darunter z. B. die Th1, die Th2 oder auch die Th17 (die regulatorischen T-Zellen), sondern
auch ihre Fahigkeit zur Plastizitat, also zum Tausch der Subgruppe, machen ein héheres Verstandnis
ihres Daseins und eine bessere Kategorisierung wiinschenswert. Angesichts ihrer Schlisselrolle im
Immunsystem und ihrer Bedeutung fir die Gesundheit und das Wohlbefinden ist es von groRem
Interesse, diese Zellen im Organismus zu untersuchen. Die Verfolgung ihrer Dynamik, Verteilung und
Wechselwirkungen im menschlichen Kérper in Echtzeit wiirde neue Einblicke in Immunantworten

bei Infektionen, Autoimmunerkrankungen und Krebs ermoglichen und zugleich die Entwicklung

neuer Therapien und Impfstoffe fordern.

Da CD4™ T-Zellen aufgrund geringer Phagoyztoseaktivitdt nicht bzw. kaum im passiven Targeting
markiert werden koénnen, erfolgt die Markierung und Darstellung von Zellen in unserer
Arbeitsgruppe Uber das aktive Targeting von Perfluorkarbon-Nanomelusionen (PFCs). Hierbei
handelt es sich um Nanopartikel auf Perfluorkarbon-Basis. Perfluorkarbone sind nichttoxische
fluorierte Kohlenstoffmolekiile. Ihr Einsatz als Kontrastmittel in der °F-MRT eignet sich optimal fiir
eine hintergrundfreie und ortsspezifische Signaldetektion der von ihnen markierten Strukturen.
Grundlage fiir die passive Inkorporation dieser Partikel ist die Phagozytose. Allerdings kann eine
effiziente Phagozytose nur durch professionelle Phagozyten erfolgen, zu welchen Makrophagen,
neutrophile Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen und Osteoklasten zihlen.”>’2 Bekannt

ist, dass die PFCs vor allem von Monozyten und Makrophagen internalisiert werden.*® Nach
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aktuellem Kenntnisstand kdnnen T-Zellen keine professionelle Phagozytose durchfiihren”® und
lassen sich daher vergleichsweise schlecht durch Nanopartikel markieren. Dies macht CD4) T-Zellen
zu einer besonders interessanten Zellgruppe fiir das aktive Targeting, welches die selektive und
zielgerichtete Steuerung von Substanzen an einen definierten Wirkort bezeichnet.*” In diesem Sinne
ist das Ziel der vorliegenden Arbeit, die spezifische Kopplung von PFCs an CD4™ T-Zell-Antikdrper
unter Reduktion der unspezifischen PFC-Aufnahme durch phagozytisch aktive Zellen zu
ermoglichen. Umgesetzt werden sollte dies durch eine Biotin-Avidin-Bindung zwischen PFCs und
den CD4M T-Zell-Antikdrpern. Dazu wurden PFCs mit Biotin funktionalisiert sowie CD4™ T-Zellen mit
biotinylierten Anti-CD4-Antikorpern markiert. Unter Inkubation von NeutrAvidin mit den
markierten T-Zellen und anschlieBender Inkubation mit PFCs sollte auf diese Weise die Biotin-
NeutrAvidin-Wechselwirkung zur direkten Oberflachenmarkierung der Zielzellen fiihren. Zusatzlich

wurden die Partikel PEGyliert, um die Aufnahme durch Phagozyten zu mindern.

Die effiziente Reduktion der Phagozytose durch Monozyten und neutrophile Granulozyten im
Rahmen der Partikel-PEGylierung konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Weiterhin wurde die
Biotinylierung von PFCs, ihre Bindung an NeutrAvidin sowie die Kopplung biotinylierter Antikdrper
an humane CD4" T-Zellen bestétigt. Schlussendlich konnte ebenfalls eine spezifische Bindung

biotinylierter PFCs an CD4™ T-Zellen dargestellt werden.

5.1. Nanopartikel als Kontrastmitteltriger in der °F-Bildgebung

In bisherigen Ansdtzen zur T-Zell-Visualisierung wurden unter anderem Verfahren angewendet,
welche eine Isolierung der Zellen aus Blutproben sowie eine anschliefende Beladung der Zellen mit
Biomarkern erforderlich machen. Diese Schritte sind notwendige Vorbereitungen, um die Zellen im
weiteren Verlauf gezielt im Rahmen von Targeting-Strategien nutzen und analysieren zu kdnnen.
Beispielhaft hierfiir dient die Arbeit von Yaghoubi et al.: In dieser wurden zytotoxische T-Zellen aus
peripherem Blut eines an einem Glioblastom erkrankten Patienten isoliert und in diese ein
Reportergen eingeschleust, um die Darstellung der Zellen bzw. des Tumors tiber PET zu gewéhren.?’
Als weiteres Beispiel dient die Studie von Huang et al., in welcher murine T-Zellen isoliert und liber
eine Maleimidbindung so funktionalisiert wurden, dass sie chemotherapeutikabeladene
Nanokapseln auf ihrer Oberflache tragen.®! AnschlieBend wurden diese funktionalisierten T-Zellen
in tumortragende Mause transferiert, wo sie als aktive Vektoren dienten, um das Medikament
gezielt in die lymphatischen Organe zu transportieren. Ein solches Vorgehen, bei welchem die Zellen
zunachst aus dem Blut isoliert und strukturell sowie funktionell verandert werden, hat tiefgreifende

Auswirkungen auf die physiologische Zellmigration. Die Isolation der Zellen aus ihrem natiirlichen

61



Diskussion

Umfeld unterbricht ihre Interaktion mit anderen Komponenten des Immunsystems und der
Mikroumgebung. Durch die Modifikation kdnnen zudem wichtige Eigenschaften wie die Adhasion,
Chemotaxis oder der gerichtete Transport durch Gewebe beeinflusst werden. Dies flihrt dazu, dass
die natlrliche Migration der Zellen nicht mehr gegeben ist, wodurch die Aussagekraft der
gewonnenen Erkenntnisse (iber das physiologische Verhalten der Zellen eingeschrankt sein kann.
Zukinftig sollten daher Methoden entwickelt werden, unter welcher die Zellen ohne vorherige
Entfernung aus dem Kérper und Beladung mit Biomarkern o.A. in bilgebenden Verfahren dargestellt
werden kénnen. Um dies umzusetzten, miissen zundchst humane CD4") T-Zellen im aktiven
Targeting direkt und spezifisch angesteuert werden kdnnen. Eine Moglichkeit ist das Targeting von
Zielzellen mittels Nanocarrier. Diese dienen unter anderem als Kontrastmittel, welche mit
Biomarkern, Antikérpern, Peptiden etc. beladen werden konnen und eine spezifische
Zellmarkierung erméglichen.*” Aufgrund ihrer hohen Biokompatibilitdt, geringen Toxizitdt und
biologischen Abbaubarkeit sind die polymeren Nanopartikel eine vielversprechende Klasse der
Nanocarrier. Durch diese Merkmale sind sie besonders gut fiir den Einsatz in der medizinischen
Bildgebung geeignet. Des Weiteren sind polymere NPs gut in ihrem chemischen Aufbau, ihrer
Degradationskinetik und ihren mechanischen Eigenschaften modifizierbar, was die Anpassung an
verschiedene Anforderungen in der Bildgebung und an verschiedene physiologische Bedingungen
erlaubt.®> Zur Verbesserung des Nebenwirkungsprofils und der Wirksamkeit von Medikamenten
kénnen Nanodelivery-Systeme ebenfalls genutzt werden, um therapeutische Wirkstoffe in
niedrigeren Dosen zu konzentrieren und sie im gezielten Targeting lokalisiert und gewebsspezifisch
einzusetzen.!® Begrenzt ist ihre Funktion, wenn sie nicht gezielt eingesetzt werden oder ihre
Akkumulation beispielsweise auf den Enhanced Permeability and Retention Effekt (EPR-Effekt)
begrenzt ist. Das mononukledre-phagozytare System (MPS), auch als retikuloendotheliales System
(RES) bekannt, stellt die priméare Barriere der NPs nach intravendser Applizierung dar. Die rasche
Aufnahme von Nanopartikeln durch das MPS kann zu ungeniigender Erreichbarkeit des Wirkortes
und somit zur signifikanten Einschrankung ihrer Wirksamkeit fiihren.”® Eine Akkumulation im MPS,
vor allem auch in der Leber und Milz, kann unglinstig sein, sofern diese Orte nicht der gewiinschten
Ziellokalisation entsprechen.”® Weitere Griinde, weshalb die Verabreichungsmodalitit zellspezifisch

gesteuert werden sollte, um systemische Nebenwirkungen zu verringern.

Die Darstellung entziindlicher Prozesse stellt eine grofRe Herausforderung in der klinischen
Diagnostik dar. Bisher ist es zwar moglich, durch Inflammation bedingte Verdanderungen des
Gewebes bildlich darzustellen, dennoch sind die Methoden, mit welchen sich das
Migrationsverhalten und die genaue Lokalisation von Immunzellen und anderen Serummarkern der

Inflammation darstellen lassen, sehr begrenzt. Zu nennen sind darunter das Rontgen, die
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Sonographie, die MRT, die CT, aber auch die PET und die Szintigraphie. Gerade die
kontrastmittelgestiitzte Bildgebung soll dazu beitragen, bestimmte Strukturen, wie etwa einen
Infektfokus, hervorzuheben. Auch Veranderungen des Gewebsmetabolismus sind z. B. durch
Anreicherung von FDG-haltigem Kontrastmittel in Bereichen mit erhéhter Stoffwechselaktivitat in
der PET detektierbar.”® Jedoch weisen diese Methoden durch mangelnde Gewebedarstellung
und / oder schlechte anatomische Genauigkeit und Detailtreue, Strahlenexposition,
Kontrastmitteltoxizitdt, mangelnde Zielgenauigkeit und nicht zuletzt durch hohe Kosten und
begrenzte Verfiigbarkeiten einige Limitationen auf.’”® Vor allem die Nanomedizin beschifigt sich
damit, diese Limitationen aufzuheben.”” Im Fokus dieser Arbeit steht die Weiterentwicklung der
'H/*°F-Bildgebung, welche (iber den Einsatz fluorhaltiger Kontrastmittel eine ideale Méglichkeit zur
exakten anatomischen Lokalisation der Kontrastmittelanreicherung bietet.”® Dafiir geeignete
Kontrastmitteltrager sind die  Perfluorkarbon-Nanoemulsionen. |hre  Anhdufung an
Entziindungsorten konnte bereits vor etwa 15 Jahren anhand ihrer Darstellung eines
Myokardinfarkts und einer zerebralen Ischamie in der *F-MRT nachgewiesen werden.*® Dariiber
hinaus konnten in unserer Arbeitsgruppe weitere Entziindungsherde mittels °F-MRT in
praklinischen Modellen identifiziert und visualisiert werden, ein aktives Targeting etabliert und
Thromben sowie aktiverte Plattchen abgebildet werden.®*798! Das Isotop °F ist MR-aktiv und hat
eine sehr geringe biologische Hintergrundhaufigkeit, wodurch es in Organismen mit hoher
Empfindlichkeit und Prazision detektiert werden kann. Dies macht es zu einem idealen Kandidaten
fur die Kernspinresonanzspektroskopie und -bildgebung.®? Perfluorkarbone werden bei typischen
lysosomalen pH-Werten nicht abgebaut und tberdies sind keine Enzyme bekannt, die sie in vivo
verstoffwechseln.®® Vor allem PFCE macht sich durch seine lange Halbwertszeit fiir
Forschungsvorhaben (ber lingere Zeitrdume interessant.®* Die hohe Hydrophobie sowie
Lipophobie der PFCs flihren dazu, dass sie nicht mit Zellmembranen oder anderen Molekiilen
interagieren. Dies tragt zusatzlich zu ihrer biologischen Inertheit bei. Selbst in hohen Dosen weisen
sie in vivo keine Toxizitat auf.2> Um den Einfluss und die Effektivitiat der Nanopartikel beurteilen zu
kdnnen, werden die Leukozyten in dieser Arbeit dennoch aus menschlichem Blut isoliert und erst
anschlieRend mit diesen beladen. Das Augenmerk liegt auf der MR-Bildgebung mittels PFCs zur
spezifischen CD4") T-Zell-Ansteuerung und -Visualisierung. Es soll eine Bindung zwischen
bildgebender Substanz und Zellen hergestellt werden, ohne dabei toxische Substanzen einzusetzen,
um damit die Briicke zur Ubertragung dieser Methodik zur Diagnostik am Menschen selbst zu

schaffen.
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5.2. Einfluss der PFC-Eigenschaften auf die passive zelluldare Aufnahme

Zu Beginn der Arbeit sollte das passive Targeting von vier verschiedenen PFCs (*®PFCE-, ~*38PFCH-,
ABYTPECE- und %*’PFCH-PFCs) untersucht werden, um beurteilen zu kdénnen, wie das zelluldre
Aufnahmeverhalten durch PFC-Eigenschaften wie Partikeldurchmesser, Polydispersitatsindex (PDI)
und Zeta-Potenzial beeinflusst wird. Alle in dieser Arbeit hergestellten PFCs wurden dafiir mittels
DLS, NTA und der Fluoreszenzmessung mit dem In Vivo Imaging System analysiert. Dabei sollte auch
der Einfluss der Modifizierung, wie z. B. die PEGylierung und Biotinylierung, auf die Begebenheiten
der Partikel untersucht und die Auswirkungen struktureller Veranderungen auf das Targeting
bewertet werden. Die Analysen bestdtigen die Herstellung nahezu monodisperser PFCs in einem
GrolRenbereich von etwa 150 nm bis 250 nm und einem Zeta-Potenzial zwischen -30 mV und -40 mV.
Die Hohe des Zeta-Potenzials indiziert die potenzielle Stabilitat eines kolloidalen Systems. Ein Zeta-
Potenzial, das positiver als +30 mV oder negativer als -30 mV ist, weist auf eine hohe
elektrostatische AbstoRung zwischen den Partikeln hin. StoRen sich die Partikel gegenseitig ab,
besteht keine Tendenz, dass die Teilchen aggregieren, was die Stabilitdit der Dispersion
gewdhrleistet.’?®  Dies ist entscheidend fiir Anwendungen der NPs in der
Medikamentenverabreichung oder Diagnostik, wo eine gleichméaRige Verteilung und Funktionalitat
der Partikel erforderlich ist. Zudem signalisiert es eine reproduzierbare Produktqualitdt und

minimiert unerwiinschte Wechselwirkungen in biologischen Systemen.

Die Aufnahme von Partikeln durch Makrophagen wird unter anderem vom Partikeldurchmesser
beeinflusst, wobei der dominante Mechanismus — Phagozytose oder Endozytose — von der
PartikelgroRe und dem Zelltyp abhangt. Partikel mit einer GrofRe von Uber 500 nm werden
typischerweise durch Phagozytose aufgenommen, da dieser Mechanismus speziell fir die
Verarbeitung gréRerer Strukturen ausgelegt ist.5>7172 Kleinere Partikel (<500 nm) kénnen ebenfalls
durch Endozytose verarbeitet werden. Dabei werden im passiven Targeting Partikel mit einer Grof3e
von 200 bis 300 nm besser aufgenommen als Partikel, die kleiner als 200 nm sind.® Hieraus wiirde
sich ableiten, dass fiir das aktive Targeting, bei dem die Aufnahme der Partikel durch Makrophagen
minimiert werden soll, eine PartikelgroRe von unter 200 nm wahrscheinlich effektiver ist. Als
spezialisierte Phagozyten nutzen Makrophagen und Monozyten aber auch bei kleinen Partikeln
bevorzugt die Phagozytose. Dies konnten auch Nienhaus et al. zeigen: Die in ihrer Arbeit genutzten
PFOB-PFCs mit einer GrofRe von 209 + 17,4 nm wurden von Monozyten namlich hauptsachlich durch
aktive Phagozytose internalisiert.'?” Im Gegensatz dazu greifen andere Zelltypen, wie Endothelzellen
oder Fibroblasten, bei kleinen Partikeln eher auf Endozytose zurilick. Auch das Zeta-Potenzial wirkt

auf die Phagozytose und Endozytose der Partikel ein. Ein negatives Zeta-Potenzial kann die
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Phagozytose durch bessere Bindung von Opsoninen und Verringerung der AbstoRung zwischen der
Phagozytenmembran und dem Partikel fordern. Die dadurch verursachten Wechselwirkungen
ermoglichen eine leichtere Erkennung und Bindung durch Phagozyten, was den Aufnahmeprozess

fordert.87:88

Die Durchflusszytometrie dient der quantitativen Analyse und getrennten Darstellung von
Zellpopulationen basierend auf ihren spezifischen Oberflichenmarkern und anderen zelluldren
Eigenschaften. Anhand der fluoreszenzmarkierten Antikdrper und PFCs konnten mittels dieser
Methode Daten lGber die Markierung der Zellgruppen durch die PFCs erhoben werden. Bekannt ist,
dass Makrophagen und Monozyten, gefolgt von B-Zellen, die Leukozyten mit der hochsten
Phagozytosebereitschaft sind.®® Dies spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit wider.
Grundsatzlich lasst sich feststellen, dass die myeloiden Zellen in der Mehrheit der Versuche eine
héhere PFC-Aufnahme haben als neutrophile Granulozyten. Unter den Lymphoiden zeigen die B-
Zellen unter Inkubation mit A488-markierten PFCs hohere Fluoreszenzintensitdten als die T-Zellen.
Die CD8™ T-Zellen nehmen dabei in der Regel niedrigere MFI-Werte an als die CD4") T-Zellen.
Ahnliche Ergebnisse liefern unter anderem weitere Studien unserer Arbeitsgruppe: Auch Flogel et
al. beobachteten, dass aus gesunden Tieren isolierte myeloische Zellen der wichtigste Immunzelltyp
fiir die PFC-Internalisierung bei In-vitro-Inkubation im Blut sind.** In einem viel geringeren AusmaR
war dies in B-Zellen und nur geringfigig in T-Zellen zu sehen. Nach einer Lipopolysaccharid-
induzierten Lungenentziindung fanden Ebner et al., dass Neutrophile und Monozyten zunachst ein
dhnliches °F-Signal aufwiesen, das nach 48 Stunden jedoch stirker in Monozyten nachweisbar
war.8 Insgesamt lieB sich also feststellen, dass Monozyten und neutrophile Granulozyten die
stirkste Partikelaufnahme zeigten. Diese Ergebnisse waren bei dem Targeting von ***’PFCH-PFCs
jedoch nicht reproduzierbar: Hier zeigten die Monozyten die niedrigste, die Neutrophilen und CD4®
T-Zellen eine vergleichbar hohe Partikelinkorporation. Da sich die #®*’PFCH-PFCs in Durchmesser, PDI
und Zeta-Potenzial nicht wesentlich von den Ubrigen getesteten PFCs unterscheiden, ist nicht
anzunehmen, dass diese Parameter begriindend fiir diese spezielle zellulare Verarbeitung der
ABYTPECH-PFCs sind. Wichtig zu erwihnen ist, dass der Herstellungsprozess und die Qualitat der
Materialien einen entscheidenen Einfluss auf die Eigenschaften der Partikel haben.® Dariiber
hinaus ist eine konzentrationsabhangige Aufnahme der PFCs erkennbar. In diesem Fall bedeutet das,
dass mit steigender Konzentration der Nanoemulsionen in der Zellsuspension in der Regel auch die
Aufnahme dieser durch die Immunzellen steigt. Vergleicht man z. B. die zelluldre Aufnahme von 5
ul mit 30 pl A%¥’PFCE-PFCs, ist zu erkennen, dass die Markierung der Monozyten und Neutrophilen
etwa um das Doppelte steigt. Dieser konzentrationsabhdngige Anstieg ist, wenn auch nur

geringfligig, ebenfalls bei den Lymphozyten zu erkennen. Unerwarteterweise ist die zelluldre
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Aufnahme bei Untersuchung der 4’PFCH-PFCs fiir die T-Zellen am héchsten und fiir die Monozyten

am niedrigsten. Eine genaue Ursache fiir diese Besonderheit konnte hier nicht gefunden werden.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass die Aufnahme von PFCs modell- und phasenabhangig ist. In in-
vitro-Modellen scheinen Monozyten und Makrophagen hier zu dominieren. Neutrophile nehmen
PFCs bevorzugt in friihen, akuten Entziindungsstadien auf, wahrend Monozyten, Makrophagen und
adaptive Immunzellen bei chronischen Entziindungen dominieren.'?® Dies unterstreicht die
Komplexitat der Immunantwort und die Bedeutung der zeitlichen und raumlichen Dynamik bei der

Interpretation von PFC-Signalen.

5.3. PEGylierung von PFCs verringert die zellulare Aufnahme

In Hinblick auf das Ziel der prizisen Ansteuerung von CD4™ T-Zellen, stellt sich die Frage, wie man
gleichzeitig die Partikelaufnahme durch phagozytierende Zellen des MPS mindern kann. Nach
intravendser Applikation von Nanopartikeln findet eine Markierung dieser mit Serumproteinen
statt. Dieser Vorgang wird als Opsonierung bezeichnet und bewirkt, dass die NPs von den
Abwehrzellen des Immunsystems schneller und effizienter erkannt werden. Dadurch wird die
Phagozytoseaktivitdit von Makrophagen und Granulozyten deutlich gesteigert. Die wohl
bekannteste Methode zur Reduktion dieser Opsonierung ist die Oberflichenmodifikation der
Partikel mit Polyethylenglykol. Die PEGylierung erfolgte mittels Sterol-basierter Post-Insertions-

Technik, bei welcher bereits hergestellte PFCs mit einem Cholesterol-PEG-Anker modifiziert werden.

Mit der PEGylierung ist eine erniedrigte Aufnahme der Nanopartikel durch Zellen des phagozytaren
Systems assoziiert sowie eine dadurch bedingte Verlangerung ihrer Halbwertszeit im Blut.®” Erklart
wird der Mechanismus durch Bildung einer ,Konformationswolke” durch die PEG-Ketten, welche
eine sterische Behinderung der Wechselwirkungen mit Serumproteinen oder die Opsonisierung mit
anschlieBender Aufnahme durch das RES verhindert.®®8 Zudem gibt es Annahmen, dass die durch
die PEG-Ketten bedingte neutralere Oberflachenladung der Partikel zu einer verringerten Adhasion
der Partikel an Zellmembranen und damit zur verringerten Aufnahme durch die Zellen fiihren 8>3
Beobachtet werden zusatzlich dariber hinausreichende immunmodulative Eigenschaften
PEGylierter Nanopartikel, darunter eine verringerte Komplementaktivierung,
Neutrophilenrekrutierung und eine geringere Expression costimulatorischer Molekiile der
dendritischen Zellen.’* Interessanterweise scheint jedoch eine verhiltnismaBig hohe PEG-

Oberflachendichte eine Aktivierung des Komplementsystems mit entsprechend verringerter

Zirkulationshalbwertszeit zu verursachen, wie es in der Arbeit von Hak et al. beobachtet wurde.®®
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Im Ubrigen konnte gezeigt werden, dass unter Umstinden Anti-PEG-Antikérper gebildet werden,
welche die Aufnahme PEGylierter Nanopartikel (iber die Mukosa signifikant einschrinken.®®®” Somit
ist PEG ein Stoff, welcher Immunreaktionen auslésen kann. Beschrieben wurden mogliche
relevante, meist kutane arzneimittelbezogene Hypersensitivitdtsreaktionen bis hin zu
anaphylaktischen Reaktionen, die auf die PEGylierung der angewendeten Substanzen zuriickgefiihrt
werden konnten.%®1% Nicht zuletzt kénnen Anti-PEG-Antikérper zur Neutralisation der Partikel

fiihren, welche ihre therapeutische und diagnostische Effizienz stort.10t

Um die Auswirkung verschiedener PEG-Dichten auf die PFC-Aufnahme zu untersuchen, erfolgte hier
die Inkubation humaner Leukozyten mit PEGylierten #547- und A%®PFCE-PFCs. Vergleicht man die
Eigenschaften der PEG-enthaltenden und nicht PEG-enthaltenden PFCs (PartikelgroRRe,
Oberflachenladung, PDI), lassen sich hinsichtlich des hydrodynamischen Durchmessers der Partikel
Unterschiede feststellen. Betrachtet man die Ergebnisse der DLS und der NTA, werden
gegensatzliche Beobachtungen gemacht: Wahrend in der DLS die PartikelgréBe mit Grad der
PEGylierung signifikant zunimmt, nimmt sie in der NTA ab. Dabei bewegen sich die Partikel stets in
einem GroRenbereich zwischen 150 nm und 200 nm und sind in dieser Eigenschaft vergleichbar mit
den in dieser verwendeten Arbeit nicht-PEGylierten Partikeln (vgl. Abb. 10). In der Analyse der
Eigenschaften zeigt sich in der DLS anschliefend eine zu erwartende Grofenzunahme der Partikel
von etwa 10 nm. Uberraschenderweise lasst sich in der NTA eine bis zu 20 nm geringere
durchschnittliche PartikelgroBe der PEGylierten PFCs im Vergleich zu nicht-PEGylierten feststellen.
Wie oben beschrieben, bewegen sich Partikel einer solchen GroRe dennoch in einem Bereich, der
zur Endozytose- sowie Phagozytose-vermittelten Verarbeitung fuhrt. Die GréRenzunahme sollte
also demnach keinen bedeutenden Einfluss auf die Partikelaufnahme haben. Es ergeben sich keine
signifikanten Einflisse der PEG-Dichte auf den Polydispersitdtsindex. Nennenswert ist aber
ebenfalls, dass sich das Zeta-Potenzial mit steigendem PEG-Anteil signifikant andert und in einen
positiveren Bereich bewegt, was auf eine neutralere Oberflache der Emulsionen durch das PEG
zuriickzufihren ist. Die Oberflachenladung der hier hergestellten PFCs bewegt sich von -34 mV auf
-27 mV um etwa 7 mV in einen weniger negativen Bereich. AuRerdem korreliert eine Positivierung
der Ladung mit steigendem PEG-Gehalt, sodass angenommen werden konnte, dass die
Oberflachenladung den Grad der PEGylierung indiziert. Dabei ist es wichtig zu erwahnen, dass das
Zeta-Potenzial nur beschrankt Aussagen liber die Oberflachendeckung der NPs zuldsst und die
Pufferbedingungen sowie der vorliegende pH-Wert einen nicht unbedeutsamen Einfluss darauf
haben.® Es zeigte sich eine deutliche Reduktion der zelluldren Aufnahme durch myeloide Zellen und
B-Zellen nach Modifizierung der PFCs mit 20 mol% PEG. Vergleichbare Ergebnisse konnten in

unserer Arbeitsgruppe schon mehrfach demonstriert werden: In der Arbeit von Temme et al. zeigte
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sich beispielsweise eine deutlich geringere Aufnahme PEGylierter PFCs durch Monozyten der THP-
1 Zelllinie verglichen zur Aufname nicht PEGylierter PFCs.%* Grapentin et al. konnten dies ebenfalls
anhand der Aufnahme Rhodamin-markierter PFCs durch 1774.A1-Makrophagen in vitro zeigen.%
Auch wenn die PEGylierung hauptsachlich der Reduktion der Verarbeitung der NPs durch
Monozyten und Makrophagen dient, sollte nicht unerwahnt bleiben, dass hiervon offensichtlich
auch T-Zellen betroffen sind (vgl. Abb. 12). Ein weiterer Grund, weshalb ein aktives Targeting

etabliert werden muss, um die zellspezifische Ansteuerung zu ermdglichen.

Neben der zellularen Aufnahme wurde in dieser Arbeit der Einfluss der PEGYlierung auf die
Zellviabilitat geprift. In den hier stattgefundenden Versuchen lasst sich eine bis zu 3-fach erhéhte
Mortalitdt der Zellen ermitteln. So steigt der Anteil toter Zellen nach Inkubation der Suspension mit
PFCs von 10% ohne PEG-Anteil auf circa 30% mit 20 mol% PEG-Anteil (vgl. Abb. 13). Diese
Erkenntnisse legen nahe, dass die PEGylierung unter Inkaufnahme eines erhéhten Zellsterbens
geschieht. Obwohl PEG als nichttoxisches Polymer gilt, konnten einige Untersuchungen eine
Zytotoxizitat PEGylierter Nanopartikel feststellen. Am ehesten ist diese auf PEG-induzierten
oxidativen Stress zuriickzufiihren.1%? Nichtsdestotrotz ist die Datenlage dazu sparlich. Es wiirde sich
folglich anbieten, den Einfluss der PEGylierung auf die Zellviabilitat in zuklinftigen Arbeiten genauer

zu inspizieren.

Neben PEG-Konjugaten konnten auch Cholesterol-Konjugate fir einen erhohten Zelltod
verantwortlich sein. In der Nanomedizin findet Cholesterin hauptsachlich in der Produktion von
Lipid-Nanopartikeln Anwendung. Aufgrunddessen, dass sie sehr biokompatibel und biologisch
abbaubar sind, gelten Lipid-NPs als weniger toxisch und immunogen als andere NPs.'?° @stergaard
et al. konnten in ihrer Arbeit allerdings zeigen, dass die Konjugation von Cholesterin an synthetische
Nukleotidsequenzen zur gezielten Modulation von RNA, die Phosphorothioat-Antisense-
Oligonukleotide (PS-ASOs), die Bindung an Plasmaproteine verbessert und ihre Potenz in
Muskelgewebe steigert. Gleichzeitig fiihrt dies jedoch bei hoheren Dosen zu erhéhter Toxizitat.?*°
Dies deutet darauf hin, dass Cholesterin-konjugierte Nanopartikel aufgrund &hnlicher
Verteilungsmuster und Proteininteraktionen ebenfalls ein erhohtes Toxizitatsrisiko aufweisen
kénnten. Ahnliche Ergebnisse lieferte die Arbeit von Wada et al., ebenfalls am Beispiel Cholesterin-
konjugierter Antisense-Oligonukleotide.’®® Allerdings bleibt die Hypothese, dass Cholesterin-
Konjugate durch toxische Wirkung die Zellmortalitdt erhéhen, in der aktuellen Literatur bisher

unzureichend belegt und bedarf weiterer Forschung.

Bezugnehmend auf seine Limitationen kdnnten zunehmend Alternativen zu Polyethylenglykol

relevant werden. Eine Ubersicht zu diesen liefert die Arbeit von Khutoryanskiy. Genannt werden in
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dieser unter anderem Polyoxazoline, Polysarcosin und Polyvinylalkohol, ebenfalls Polymere.
Neben einer hoheren Stabilitat und Biokompatibilitdt bieten sie auch eine bessere biologische
Abbaubaubarkeit als PEG.1% PEG stellt unter den Stealth Polymeren dennoch den Goldstandard dar,
zumal einige der genannten Alternativen keine klinische Zulassung besitzen und ihr Einsatz nur

ungeniigend erforscht ist.1%*

Es ist festzuhalten, dass die PEGylierung effektiv dazu beitragt, die exklusive Ansteuerung von
Lymphozyten zu unterstiitzen. Prospektiv hat sie in vivo zudem das Potenzial, eine friihzeitige
Metabolisierung der PFCs vor Erreichen eines Entziindungsortes, an welchem die Target-Zellen

akkumulieren, zu verhindern.

5.4. Aktives Targeting von CD4!*) T-Zellen mittels Avidin-Biotin-Kopplung

Das aktive Targeting sollte mit der Biotin-Avidin-Bindung umgesetzt werden. Ziel war es, CD4!") T-
Zellen mit biotinylierten Antikdrpern zu markieren und in einem weiteren Schritt an diese Zellen
NeutrAvidin zu binden. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit biotinylierten PFCs inkubiert.
Auf diese Weise sollte die direkte Bindung zwischen Zellen, NeutrAvidin und PFCs hergestellt

werden.

Wie in 1.5.3. bereits beschrieben, ist Avidin ein Glykoprotein, welches aus vier identischen
Untereinheiten besteht, welche je ein Molekil Biotin hochaffin binden kénnen. Wegen seines
Kohlenhydratgehaltes und seines basischen pHs weist Avidin relativ unspezifische
Bindungseigenschaften auf, die durch Deglykolisierung, wie bei dem in dieser Arbeit vewendeten
NeutrAvidin, reduziert werden.'®® Die Bindungsaffinitat fir Biotin bleibt dabei erhalten, da das
Kohlenhydrat fiir diese Aktivitat keine Relevanz hat.®® NeutrAvidin-Nanokomplexe scheinen im
Vergleich zu Avidin-basierten NPs zudem zelluldr besser aufgenommen zu werden, was im Targeting
durchaus von Bedeutung ist.)” Die Avidin-Biotin-Wechselwirkung dient seit Jahrzehnten als
Werkzeug in biomedizinischen und nanotechnologischen Anwendungen wie der Diagnostik,
Affinitatsreinigung von Proteinen und Medikamentenverabreichung. Es gibt ein wachsendes
Interesse an der Erforschung dieser in nanoskaligen Verabreichungssystemen fiir pharmazeutische
Wirkstoffe, Proteine, Impfstoffe, monoklonale Antikorper und Nukleinsduren. Insbesondere die
einfache Herstellung ohne Verlust der chemischen und biologischen Eigenschaften der gekoppelten
Komponenten macht das Avidin-Biotin-System zu einer vielversprechenden Methode fir die
Nanotechnologie. Avidin-basierte Nanopartikel wurden bereits als Diagnosesysteme fir

verschiedene Tumoren und Oberflaichenantigene untersucht. Gutes Potenzial bieten die Avidin-
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Biotin-Cargos als Wirkstofftrager in der Krebstherapie, um systemische Nebenwirkungen von
Medikamenten, wie beispielsweise Doxorubicin, zu reduzieren.'® Hinsichtlich der Tatsache, dass
einige Krebszellen Biotinrezeptoren Uberexprimieren, stellt Biotin hier namlich einen wichtigen

Angriffspunkt dar.

Zur Umsetzung des aktiven Targetings wurden zunadchst PFCs hergestellt, welche einen Biotin-
Avidin-Anker auf ihrer Partikeloberflache tragen. Dazu wurden bereits biotinylierte PFCs mit
NeutrAvidin inkubiert. Bei der Charakterisierung dieser PFCs fallt ihr positives Zeta-Potenzial von
circa +40 mV auf (vgl. Abb. 22A). Verglichen dazu liegt das Zeta-Potenzial bei biotinylierten PFCs
ohne NeutrAvidin-Zusatz zwischen -35 mV und -45 mV und ist damit deutlich negativer. Begriindet
werden kann dies durch die positive Nettoladung des NeutrAvidins bei neutralem pH-Wert. Durch
die Bindung der NeutrAvidin-Molekdile an die in der Lipidschicht der PFCs befindlichen Biotin-Ketten

fand moglicherweise eine Abschirmung der PFC-Oberflache mit Neutr

Avidin statt, wodurch das positive Zeta-Potenzial zustandekommt. Diese Ergebnisse kdnnen als
Bestatigung einer erfolgreichen Biotin-Avidin-Bindung an der PFC-Oberflache gewertet werden.
Beachtet man zudem die bevorzugte Phagozytose von Partikeln mit negativem Zeta-Potenzial, ist
dieser Effekt beim aktiven Targeting von Vorteil, da eine Reduktion der Aufnahme durch
Makrophagen weiterhin eingeddmmt werden kdnnte. Genauso sind unspezifische Bindungen des
NeutrAvidins an Oberflachenstrukturen der Nanoemulsionen zu erwagen. Eine Interaktion mit PEG-
Ketten, Lipiden oder Cholesterin sind, auch wenn diese Bindungen nur schwach sind, durchaus
moglich und kdnnen durch hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkungen verursacht
werden. Auch das Zeta-Potenzial der nicht-biotinylierten PFCs, welche mit NeutrAvidin inkubiert
wurden, liegt mit etwa +38 mV im positiven Bereich. An diese soll das NeutrAvidin aufgrund des
fehlenden Biotins nicht binden. Bezugnehmend darauf kdnnte dies bedeuten, dass das NeutrAvidin
nicht aus der Suspension ausgewaschen wurde oder unspezifisch gebunden hat, sodass dies in einer
Positivierung des Zeta-Potenzials nicht-biotinylierter PFCs resultiert. Man kann in dem Fall von
Uberschiissig vorhandenem NeutrAvidin keine Aussage dariiber machen, ob es tatsachlich an die
biotinylierten Emulsionen gebunden hat oder frei in der Probe vorliegt. Eine unspezifische Bindung
des NeutrAvidins an nicht-biotinylierte PFCs kann somit nicht ausgeschlossen werden und wiirde
diese als Negativkontrolle weniger geeignet machen. In der durchflusszytometrischen
Untersuchung lasst sich weder fir 0 mol% PFCs noch fir 0,1 mol% PFCs eine suffiziente
Partikelaufnahme feststellen (vgl. Abb. 22C). In Anbetracht dessen wird die direkte Bindung von

NeutrAvidin an biotinylierte PFCs als nicht zielfihrend bewertet und nicht ferner untersucht.
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Hauptziel der Arbeit war die CD4™ T-Zell-Ansteuerung durch eine in vitro induzierte Biotin-Avidin-
Bindung zwischen Zielzellen und PFCs. Dazu wurden mit A488.- sowie mit Cfl.-markierte PFCs mit
biotinylierten Antikérpern markiert und NeutrAvidin sowie biotinylierte PFCs mit der Zellsuspension
inkubiert. In der Durchflusszytometrie konnte Gberprift werden, ob zellspezifische Signale fir das
jeweilige PFC vorhanden sind, was einer Markierung der Zellen entspricht. Die Umsetzung eines
Targetings iber die Avidin-Biotin-Kopplungsstrategie konnte bereits von Wang et al. demonstriert
werden: Hier wurden Targeting-PFCs mit Biotin funktionalisiert und anschlieBend mit Neutravidin
beschichtet, um biotinylierte Antikorper zu koppeln. Diese Antikérper banden spezifisch an
aktivierte Thrombozyten und ermdglichten auf diesem Weg deren gezielte PFC-Markierung fir die
¥F-MRT.132 Auch Sharma et al. konnten die Biotin-Avidin-Kopplung fiir Targeting-Zwecke nutzen.
Diese Studie validiert die Biokonjugation von biotinyliertem Holotransferrin und biotinyliertem Anti-
CD71-Antikorper an Avidin-konjugierte Calcium-Phosphosilikat-Nanokompositpartikel (CPNPs) zur
gezielten Ansteuerung von Transferrin-Rezeptoren auf Brustkrebszellen.!® Nun stellt sich die Frage,
wie nach dhnlichem Prinzip eine spezifische Ansteuerung von CD4™ T-Zellen erreicht werden kann.
Im T-Zell-Targeting wurden bereits Methoden etabliert, welche sich nicht der Avidin-Biotin-Bindung
bedienen, beispielsweise mittels Konjugierung von Nanosystemen mit anti-CD4-Peptiden.!'® Die
Forschung beziiglich selektivem T-Zell-Targeting Gber die Biotin-Avidin-Wechselwirkung ist jedoch
begrenzt. Dinauer et al. beispielsweise nutzten die Avidin-Biotin-Technologie, um biotinylierte CD3-
Antikorper an mit NeutrAvidin-konjugierte NPs zu koppeln und wiesen damit die effektive und
zellspezifische Internalisierung der Nanopartikel in CD3-exprimierende T-Zellen nach.!'! Die

Antikorper wurden dabei direkt an die NP-Oberflache konjugiert.

Die Inkubation humaner CD4") T-Zellen mit biotinylierten Bi°inA%88pECs liefert schlussendlich
folgende Ergebnisse: Das Aufnahmeverhalten der Zellen zeigt, dass die Partikelinkorporation
beziehungsweise Adhasion der PFCs weitgehend unabhangig von der Biotinylierung der Emulsionen
stattfindet. Vor allem fir die myeloiden Zellen geschieht dies offenbar auf Grundlage unspezifischer
Phagozytose. Bei Nutzung der biotinylierten PFCs ist die MFI fiir die CD4™ T-Zellen nur unbedeutend
hoher als bei Nutzung der nicht-biotinylierten. Anders sieht es beim aktiven Targeting mit
Biotin.Cfl.pECs gus. Das starke Fluoreszenzsignal der CD4™ T-Zellen nach Inkubation mit biotinylierten
PFCs, wie es hier zu sehen ist (vgl. Abb. 23A), spricht fiir eine spezifische Markierung dieser. Dieses
Ergebnis lasst darauf schlieSen, dass dies auf die hier induzierte Biotin-Avidin-Bindung zwischen
PFCs und Zellen zurlickzufiihren ist. Gleichzeitig deutet die im Vergleich dazu niedrigere PFC-
Aufnahme durch die Neutrophilen und die Monozyten auf eine Unterdriickung ihrer
phagozytosebedingten Aufnahme hin. Dennoch missen die Ergebnisse kritisch betrachtet werden.

Sie erkldren nicht die im Vergleich zu den anderen Populationen hohe MFI der CD4") T-Zellen bei
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Nutzung der nicht-biotinylierten PFCs, welche keine Biotin-Avidin-Bindung verursachen kdnnen. Bei
Markierung der Zellen durch die Avidin-Biotin-Interaktion waren bei Verwendung der 0 mol% PFCs
sehr niedrige Fluoreszenzsignale der CD4!*) T-Zellen zu erwarten, da das Fehlen des Biotins in den
PFCs eine spezifische Bindung dieser an die Zellen verhindert. GleichermaBen wichtig ist die
Beobachtung, dass quantitativ nur sehr wenige Lymphozyten als FITC+ erkannt werden. Es ist zu
vermuten, dass ein Teil der CD4™ T-Zellen nicht markiert worden ist und sich unter den als CD4"
erkannten Lymphoiden befindet. Wie in Abb. 16B dargestellt, emittieren die hier verwendeten PFCs
ein vergleichweise niedriges Fluoreszenzsignal. Infolge von Fluoreszenzléschung (engl. Quenching),
beispielsweise induziert durch Komplexbildung mit oder Energielibertragung auf sogenannte
Quenchermolekiile, kann es zur Verringerung der Fluoreszenzintensitdt fluoreszierender Stoffe

112

kommen. Dieses Quenching kann die Detektion tatsachlich markierter Zellen in der

Durchflusszytometrie erschweren oder gar unmoglich machen.

Die Aufnahmeprozesse werden moglicherweise auch durch den Biotin-Anteil der PFCs initiiert. Die
biotinylierten PFCs wurden vor dem aktiven Targeting im passiven Targeting, also ohne den Zusatz
von NeutrAvidin, getestet. Dabei zeigt sich, dass die Inkubation mit 0,1 mol% Biotin-PFCs geringfligig
héhere MFI-Werte der Myeloiden (Neutrophilen und Monozyten) erzeugt. Resimierend deuten die
Ergebnisse auf eine tendenziell bevorzugte passive Aufnahme biotinylierter PFCs durch Monozyten
und Neutrophilen hin. Eine Biotin-Avidin-Interaktion kann fur dieses Ergebnis nicht verursachend
sein, da NeutrAvidin in diesem Versuch nicht zum Einsatz gekommen ist. Auffallig ist auch die hohe
Partikelaufnahme trotz PEGylierung der PFCs. Diese Erkenntnisse miissen bei der Analyse der PFC-
Aufnahme im aktiven Targeting beachtet werden. Der Mechanismus der Biotinaufnahme in
peripheren mononuklearen Blutzellen (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC) wird in
erster Linie durch den natriumabhangigen Multivitamintransporter SMVT (Sodium Dependent
Multivitamin Transporter) reguliert.!® Dabei ist der Biotinstoffwechsel vor allem auch von dem
Zellzyklus und den Teilungsstadien der Zellen abhangig und erklart ebenfalls die bereits erwahnte
hohe Aufnahmebereitschaft biotinylierter Vektoren durch Krebszellen.!'* Es gibt zwar Hinweise

darauf, dass Biotin-konjugierte Nanopartikel bevorzugt internalisiert werden*®

, jedoch lassen sich
nach aktuellem Wissensstand keine definitiven Aussagen hierzu treffen. Weitere Studien sind
erforderlich, um die Bedeutung der Biotinylierung von Nanosystemen fiir das Aufnahmeverhalten

von Zellen genauer einzuordnen.

AbschlieRend Idsst sich festhalten, dass das aktive Targeting mit den hier verwendeten Bictn-<f.pgCg
durchaus Erfolge erzielt, die Methodik aber dennoch revidiert und optimiert werden sollte, um in
Zukunft eindeutigere Ergebnisse zu erhalten. Es werden Uber diesen Weg namlich verhaltnismalig

wenige CD4™ T-Zellen tatsachlich markiert, somit scheint die Bindung {iber Biotin und NeutrAvidin
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nicht immer umsetzbar zu sein. Was aus den Versuchen nicht hervorgeht, ist, woran die Biotin-
Avidin-Kopplung scheitert. Zum einen kdnnte es an einer Stérung der Bindung von NeutrAvidin an
die CD4-Antikorper liegen, zum anderen lasst sich eine Storung in der Kopplung der PFCs an die
Biotin-NeutrAvidin-Briicke auf der Zelloberfliche vermuten. Gegebenenfalls kommt es, bedingt
durch seine GrofRe und Struktur, zur sterischen Hinderung der Bindung des NeutrAvidins an Biotin.
Insbesondere bei einer hohen Dichte von NeutrAvidin auf der Oberfliche kann es zu
Einschrankungen in der Zuganglichkeit kommen. Auch eine unzureichende NeutrAvidin-Sattigung
konnte die suffiziente Bindung verhindern. Da in den Versuchen aber NeutrAvidin titriert wurde
und dabei kein konzentrationsabhangiger Einfluss auf die Partikelinkorporation beobachtet werden
konnte, erscheint dies unwahrscheinlich. Letzteres spricht ebenfalls gegen eine Sattigung von
NeutrAvidin vor Zugabe der PFCs. In dem Fall hatte namlich ein Effekt der Titration auf die
Partikelaufnahme festgestellt werden miissen. Obwohl die Nanopartikel PEGyliert sind und
deglykolisiertes NeutrAvidin verwendet wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass
unspezifische Bindungen und Interaktionen der Partikel mit anderen Proteinen oder Zellen die
spezifische Bindung an die T-Zellen beeintrachtigen. Dies konnte zu einer verminderten
Zielgerichtetheit und Effizienz der Bindung fiihren. Dazu sollte aber nochmals betont werden, dass
die nahezu neutrale Ladung von NeutrAvidin unspezifische Protein-Protein-Wechselwirkungen
verhindern musste.'®” Eine unzureichende Biotinylierung der PFCs als Ursache fiir dieses Phdnomen
ist auszuschlieRen, da diese fiir sowohl Bt -pECs als auch BietnA48-pECs gepriift worden ist. Dazu
erfolgte die Bindung der PFCs an Avidin-Beads und eine anschlieRende Uberpriifung des
Fluoreszenz- und des Fluorsignals. Die MRT-Bilder zeigen eindeutig eine verstarkte Anreicherung
der biotinylierten Partikel im Agarosegel, sodass im Vergleich zu den Proben, die nicht-biotinylierte
PFCs erhielten, hohere SNR-Werte detektiert werden. Letztere Beobachtung ist auch auf die
Fluoreszenzsignale der Proben lbertragbar (vgl. Abb. 19A/20A). Anhand der Daten l&sst sich nicht
nur auf eine erfolgreiche Biotinylierung der 0,1 mol% PFCs, sondern auch auf eine funktionsfahige
Biotin-Avidin-Interaktion schliefen. Die Hohe des gewahlten Biotin-Anteils spielt eine bedeutende
Rolle in der Bildgebung. Ein Biotin-Anteil von 0,1 mol% erzeugt im Vergleich zu einem Anteil von
0,01 mol% ein deutlich stirkeres Signal in der MRT (vgl. Abb. 19C/D), was auf eine hdhere
Anreicherung der PFCs im Agarose-Gel zurlickzufiihren ist. Im Targeting sollte demnach ein héherer

Biotinanteil ebenso zu einer besseren Detektion markierter Zellen fiihren.>!
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5.5. Schlussfolgerungen

Der hier im Fokus stehende Gesichtspunkt ist die Biotin-Avidin-Kopplung. Es ist festzuhalten, dass
eine erfolgreiche Biotinylierung der PFCs nachgewiesen werden kann, ebenso wie deren Bindung
an Avidin. Uberdies konnten CD4") T-Zellen nachweislich mit biotinylierten Anti-CD4-Antikdrpern
markiert werden. Besonders bei Nutzung der B°i"“-pECs |3sst sich ein erfolgreiches Targeting der
PFCs feststellen. Vergleicht man die Aufnahme biotinylierter ~*38PFCs und “"PFCs, zeigt sich, dass
“f.PFCs durch die CD4™ besser aufgenommen werden als durch die anderen Zelltypen, was fiir die
A488.-markierten PFCs weniger deutlich darstellbar ist. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin,
dass sich “PFCs fiir die Biotin-Avidin-gestiitzte Ansteuerung der Zellen besser eignen als **%PFCs.
Auch wenn die beschriebene Methode noch in ihren Anfangen steht, kann hier gezeigt werden, dass
eine spezifische Markierung von CD4" T-Zellen mit biotinylierten PFCs iiber die Avidin-Biotin-
Wechselwirkung moglich ist. Es handelt sich hierbei um eine vielversprechende Methode, welche,
in Anbetracht der nicht klar einzuordnenden Ergebnisse, jedoch zukiinftig weiterentwickelt werden
muss. Trotz nachgewiesener erfolgreicher Biotinylierung der PFCs und ihrer Bindung an Avidin-
Beads sollte demgemal eine Anpassung der PFC-Architektur in Erwagung gezogen werden. Eine
mogliche Optimierung besteht in der Thiolierung der Nanopartikeloberflache mit anschlieRender
kovalenter Kopplung an Maleimid-modifiziertes NeutrAvidin.}?> Dieser Ansatz kénnte den
Versuchsaufbau vereinfachen und potenzielle Stérfaktoren, welche im Rahmen der Auswertung

nicht vollstandig analysiert werden konnten, beseitigen.

Uber die Erkenntnisse des aktiven Targetings hinaus konnte im passiven Targeting eine praferierte
Aufnahme von Nanopartikeln durch Monozyten bestatigt werden. In diesem Kontext zeigt sich
auBerdem erneut, dass die PEGylierung zur Reduktion der konkurrierenden
Nanopartikelaufnahame durch Phagozyten durchaus sinnvoll und weiterhin ein nicht zu

vernachldssigender Bestandteil in der Entwicklung eines aktiven Targetings ist.

5.6. Optimierung des Targetings und Ausblick

Zur Verbesserung der Ansteuerung der Zielzellen in den beschriebenen Versuchen sollte das
Targeting in seinem Aufbau verbessert werden. Dazu kénnen verschiedene Punkte aufgearbeitet

werden.

Die qualitativen Eigenschaften der Emulsionen sind ein ausschlaggebender Faktor fiir ihre Funktion
und Nutzbarkeit in der Bildgebung. Dazu gehort nicht nur die PartikelgroRe, welche die zelluldre

Aufnahme und Adhasion beeinflusst, sondern auch der Perfluorkarbon-Anteil und die Qualitat des
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Fluoreszenzfarbstoffes. Ein bekanntes Problem stellt das oben beschriebene Quenching von
Fluoreszenzfarbstoffen dar. Dieses kann durch Verwendung niedrigerer Temperaturen dezimiert

werden. AuRBerdem sollten Substanzen, die als Quencher wirken, identifiziert werden.!®

Fiir zuklinftige Arbeiten ware es sinnvoll, auch die magnetische Zellseparation bzw. das Magnetic
Activated Cell Sorting (MACS) einzusetzen. Diese Technik ermoglicht die Markierung und
Separierung von Zellen anhand spezifischer Oberflachenmarker mit magnetischen Beads durch ein
Magnetfeld''’, somit also auch eine gezielte Isolation von Zellpopulationen wie CD4™ T-Zellen.
Hierdurch kénnte die Aufnahme der PFCs durch CD4") T-Zellen gezielt untersucht werden, ohne dass
konkurrierende Zellen die Ergebnisse beeinflussen. In diesem Zusammenhang darf nicht auBer Acht
gelassen werden, dass Eisen Fluoreszenzsignale quenchen und die durchflusszytometrische Analyse

somit beeintrachtigen kann.'®

Zur Auflésung weiterer moglicher Storfaktoren sollte die Struktur des Targetings Uberarbeitet
werden. Dazu gehort auch die Kopplung von NeutrAvidin an die Zielzellen und an PFCs. Es sollte in
Betracht gezogen werden, mit NeutrAvidin- und Biotin-Analoga zu arbeiten. Hier ist zum Beispiel
Bradavidin Il zu nennen, welches eine vergleichbare Affinitdt zu Biotin zeigt und zudem weniger
immunogen ist als Avidin. Analoga zu Biotin wie strep-tag, ein Peptid, wurden bereits in der
Nanotechnologie eingesetzt und kénnten alternativ in Erwdgung gezogen werden.'*® Zudem kdnnte
Avidin direkt in die Hille der Nanopartikel eingebaut werden, sodass weniger Material und
Arbeitsschritte notig sind und weniger Wechselwirkungen auf das Ergebnis Einfluss nehmen
kdnnen. Umsetzbar ist dies beispielsweise Uber die Funktionalisierung der PFCs mit Maleimid-
Gruppen sowie durch die Anbringung von Thiol-Gruppen an Avidin-Molekile zur Initiierung einer
Thiol-Maleimid-Reaktion. Diese Reaktion ist sehr selektiv, sodass das Avidin kovalent an die PFC-
Oberflache gebunden werden kdnnte. Des Weiteren kann die Oligomerisierung der tetrameren
Avidine die biologische Funktion des Fusionspartners verandern und sich dessen Molekulargewicht
erhdhen.'® Monomere und dimere Avidine wie z. B. Rhizavidin kénnten dementsprechend

optimaler fir Markierungszwecke sein.

Bisher beschriebene Vorgehensweisen erlauben zwar eine Beurteilung der Akkumulation von T-
Zellen invivo, dennoch ist eine Markierung mittels ansteuernder Biomarker wiinschenswert, welche
die Isolierung der Zellen vor Injektion nicht voraussetzt. Auf diese Weise ware die natlirliche
Migration und Verteilung im Koérper nachvollziehbar, ohne die Beschaffenheit der Zellen vorher ex
vivo durch Markierung mit Farbstoffen und Nanopartikeln manipulieren zu miissen. Interessant sind
daher ebenfalls Methoden, bei welchen zellpenetrierende Peptide zum Einsatz kommen.

Zellpenetrierende Peptide, auch Cell-penetrating peptides genannt (CPPs) sind kurze Peptide, die in

75



Diskussion

der Lage sind, Zellmembranen zu durchdringen und dadurch verschiedene Molekiile wie Proteine,
Nukleinsauren, Liposomen oder Medikamente in Zellen zu transportieren. Darunter ist z. B. das HIV-
1 TAT (transactivator of transcription) zu nennen. Dieses Peptid wird durch den HI-Virus codiert und
spielt eine wichtige Rolle in der Férderung der zelluldren Aufnahme von Makromolekiilen.'?° Sein
genauer Wirkmechanismus ist teilweise noch ungeklart. Insbesondere seine geringe Zytotoxizitat
macht es aber flr die Forschung sehr attraktiv. Das Peptid kann Uber alle moglichen Zugangswege
(intravenos, subkutan, intramuskular, transdermal oder auch mukosal) zugefiihrt werden. Allerdings
hat das Peptid eine geringe Zellspezifitdt, was bedeutet, dass es mit weiteren Peptiden konjugiert
werden muss, um eine gezielte Ansteuerung spezifischer Zelltypen zu gewahrleisten. Diese
Konjugation erhéht unvermeidlich den Aufwand, die Kosten und die Komplexitdt der Anwendung.
In (prd)-klinischen Studien werden CPPs bereits in groBem Umfang zur Verabreichung von
Therapeutika, Kontrastmitteln und CPP/Cargo-Komplexen zu diagnostischen und therapeutischen
Zwecken verschiedener Krankheiten eingesetzt.!?! Bislang sind jedoch noch keine CPP oder
CPP/Kargo-Komplexe von der US Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Dennoch hat der
Einbau von CPPs in PFCs das Potenzial, die aktive Ansteuerung von CD4") T-Zellen zu erleichtern.
Zunachst erfolgt dabei die gezielte Ansprache der T-Zellen durch aktives Targeting, woraufhin das
CPP die Translokation der Nanopartikel durch die Zellmembran initiiert. Eine solche Strategie
erweitert das Targeting dahingehend, dass nicht nur eine Oberflaichenmarkierung der Zellen Gber
Konjugationsmechanismen wie die Biotin-Avidin-Interaktion erfolgt, sondern auch eine
intrazellulare Markierung erreicht wird. Auf diese Weise kénnen aulRerdem Phagozytose- und
Endozytosewege umgangen werden, was eine effizientere Zellinteraktion ermoglicht. Diese
Methodik konnten Hingorani et al. bereits demonstrieren: In ihrer Arbeit produzierten sie
Perfluorkarbon-Nanoemulsionen und modifizierten diese mit CPP-Phospholipid- oder CPP-
Poloxamer-Konjugaten zur Ansteuerung von T-Zellen. Der Einbau von TAT in die Partikel bewirkte
eine vier- bis achtfache Steigerung der Zellbeladung von T-Zellen im Vergleich zu den
entsprechenden unmodifizierten Nanoemulsionen, dazu ein circa achtmal starkeres Signal der
Zellen in der *F-MRT. Zudem konnten Uber phianotypische Untersuchungen gezeigt werden, dass

die Zellen trotz Konjugation mit TAT unverandert blieben.??

Uber diese Aspekte hinaus kénnen weitere Oberflichenmarker genutzt werden, um CD4™ T-Zellen
anzusteuern. Dazu gehért z. B. CD28, welches sich hauptsichlich auf naiven CD4!") T-Zellen findet.
Auch Subtypen-spezifische Liganden wie CD40L, das primdr von TH2-Zellen exprimiert wird,
kommen in Frage. Die Ansteuerung von mehr als einem Liganden kann die Spezifitdt und

Genauigkeit des Targetings erhéhen.
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Sobald ein eindeutiges CD4!") T-Zell-Targeting in vitro etabliert ist, sollten vor allem Versuche an
Modellen durchgefiihrt werden, welche die strukturellen und funktionellen Begebenheiten
humaner Gewebe widerspiegeln. In vivo kommen namlich zahlreiche Komponenten hinzu, welche
das Targeting beeinflussen. Dazu gehoren z. B. die Blutstromgeschwindigkeit, Temperatur, eine
hohere Zellvariabilitdt, pathologische Veranderungen der Blutzusammensetzung, Inflammation
oder auch atherosklerotische Veranderungen. Fiir dieses Vorhaben bieten sich zum Beispiel Organ-
on-a-Chip Modelle an. Als Organ-on-a-Chip werden synthetische 3D-Mikrofluidik-Modelle von
Zellkulturen auf einem integrierten Biochip bezeichnet.??® Verschiedene fluidische und chemische
Parameter wie Durchflussrate, Druck, Sauerstoff und pH-Wert kénnen in diesem Modell angepasst
werden, sodass die Bedingungen in der Kultur kontrollierbar sind. Sie simulieren Aktivitaten und
physiologische Reaktionen der Organe und finden vor allem in der Arzneimitteltestung Anwendung.
Ziel ist es dabei nicht, ganze Gewebe im entsprechenden MaRstab darzustellen. Die Technik
konzentiert sich vorranging auf die Nachbildung der organotypischen Zellarchitektur und
Zellfunktionalitat, der extrazelluldiren 3D-Matrix und nicht zuletzt biochemischer und

biophysikalischer Faktoren in kleinerem MalRstab.?*
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