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Zusammenfassung

Mit zunehmendem Interesse wird die Funktion der CD8+ T-Zellen bei Tumorerkran-

kungen erforscht, da diese T-Zellen Krebszellen erkennen und eliminieren kön-

nen. Die zentrale Stellung der CD8+ T-Zellen bei der Erkennung von Krebszellen,

macht sie zu einem vielversprechenden Ansatzpunkt für neuartige Immuntherapi-

en. In den letzten Jahren hat die Wichtigkeit nanodimensionaler Transportsysteme

in der biomedizinischen Forschung deutlich zugenommen, da diese als Trägersys-

tem für Wirkstoffe eingesetzt und durch spezifische Oberflächenmodifizierungen an

bestimmte Zellpopulationen adressiert werden können. Voraussetzung dafür ist die

effiziente in vitro Aufnahme von nanodimensionalen Trägersystemen in die Zielzel-

len.

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche nanodimensionale Trägersysteme für die

Aufnahme in CD8+ T-Zellen, hinsichtlich Zytotoxizität, Aufnahmemechanismus und

intrazellulärem Verbleib getestet. Es konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass

sowohl Blockcopolymere mit TPP-Modifizierung als auch kationische Nanohydro-

gele von CD8+ T-Zellen aufgenommen wurden, da diese Zellen dafür bekannt sind

kaum nanodimensionale Trägersysteme aufzunehmen.

Die Aufnahme der Blockcopolymere und kationischen Nanohydrogelen war konzen-

trations- und zeitabhängig. Weiterhin waren beide nanodimensionale Trägersyste-

me biokompatibel. Als möglicher Aufnahmeweg erwies sich die direkte Translokati-

on und/oder die unspezifische Endozytose, da keine Hinweise auf eine spezifische

Endozytose oder Makropinozytose gefunden wurden. Beide nanodimensionale Trä-

gersysteme eignen sich als Trägersysteme für siRNA. Die Aufnahme von siRNA als

Komplexe konnte für die Blockcopolymere-TPP mittels cLSM nachgewiesen wer-

den.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die Aufnahme Ovalbumin Kapseln in CD8+ T-

Zellen untersucht. Ovalbumin Kapseln sind biokompatibel und mittels Proteasen

enzymatisch abbaubar. Die Herstellung über die inverse Miniemulsionstechnik er-

möglichte eine IL-7-Oberflächenmodifizierung für die spezifische Aufnahme in CD8+

T-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die chemische Veränderung des IL-7 kei-

nen Einfluss auf die Biofunktionalität des Zytokins hat. Jedoch konnte, unabhängig

der IL-7-Modifizierung, keine Aufnahme der Ovalbumin Kapseln in T-Zellen nachge-
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wiesen werden.

In dieser Arbeit konnten zwei relevante chemischen Eigenschaften identifiziert wer-

den, die einen positiven Einfluss auf die Aufnahme von nanodimensionalen Trä-

gersystemen in CD8+ T-Zellen haben. So erwiesen sich Größe, kleiner als 100 nm

und eine kationische Gesamtladung als wichtige Faktoren bezüglich der T-Zell-

Aufnahme.

Abstract

The role of CD8+ T-cells in tumor diseases is of increasing interest, since the dis-

covery that they are able to recognize and eliminate cancer cells. The key role of

T-cells in recognizing cancer cells makes them a promising candidate for novel im-

munotherapies. During the last decades, the importance of nanocarriers with speci-

fic targeting as drug delivery systems for medical applications has been increasing

steadily. The major requirement is the efficient in vitro uptake of nanocarriers in the

target cells.

In this work, different nanocarriers have been tested regarding cytotoxicity, uptake

mechanism and intracellular trafficking. For the first time it has been shown that

block copolymers with TPP modification and cationic nanohydrogels are taken up

by CD8+ T-cells.

The uptake of block copolymers and cationic nanohydrogels was dependent on con-

centration and time. Furthermore, both nanocarriers were biocompatible. There was

no evidence of specific endocytosis or macropinocytosis found, therefore possible

uptake mechanisms are direct translocation and/or unspecific endocytosis. Both na-

nocarriers were suitable siRNA delivery systems and the uptake of siRNA as com-

plexes was shown for block copolymers with TPP.

In addition, the uptake of ovalbumin capsules in CD8+ T-cells was investigated. Oval-

bumin capsules are biocompatible and degradable by enzymes such as proteases.

The preparation via inverse miniemulsion technique enabled an IL-7 surface modifi-

cation leading to specific uptake in CD8+ T-cells. The chemical modification of IL-7

has no influence on the biofunctionality of the cytokine. However, no uptake of oval-

bumin capsules was detected irrespectively of the IL-7 modification.



Zusammenfassung und Abstract

In this work, two relevant chemical properties of nanocarriers were identified which

have a positive impact on the uptake in CD8+ T-cells. It can be concluded that a

size smaller than 100 nm and an overall cationic charge are important factors for

the uptake in T-cells.
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1. Einleitung

In den letzten Jahren haben sich Nanotechnologien als Schlüsseltechnologien des

21. Jahrhundert etabliert. Besonders die nanoskalige Größe von 1 bis 100 nm, ver-

mittelt Nanomaterialien Eigenschaften, die viele Forschungsbereiche revolutionie-

ren können [1]. In der Tat, werden bereits heute schon viele Nanopartikel in der

Medizin, Biotechnologie, Elektronik, Kosmetik und Lebensmittelindustrie verwendet

[2]. So werden Sonnencremes mit Nanopartikeln aus Titanoxid und Zinkoxid ver-

setzt, um den UV-Schutz zu verbessern. Silbernanopartikel finden als antibakteriel-

ler Zusatz Anwendung in medizinischen Geräten und Waschmitteln. Während nan-

odimensionales Eisenoxid als Kontrastmittel Anwendung in Kernspintomographien

gefunden hat. Weiterhin sind Nanopartikel als Oberflächenbeschichtungen in All-

tagsgegenständen wie Kleidung, Autozubehör oder Farben zu finden [2, 3]. So wer-

den Titanoxid-Nanopartikel in die Fasern von Kleidung eingearbeitet, um Funktions-

kleidung mit UV-Schutz herzustellen. Speziell beschichtetes Druckerpapier erlaubt

hohe Druckgeschwindigkeiten, da eine Schicht aus Siliziumoxid-Nanopartikel das

schnelle Trocknen der Tinte fördert [3]. Die Nanomaterialien und -technologien sind

omnipräsent und aus unserem Alltag nicht mehr wegzudenken. Sie bieten durch

ihre weitgefächerten Einsatzmöglichkeiten optimale Voraussetzungen für Innovatio-

nen in allen Lebensbereichen.

Die Applikation von nanoskaligen Materialien als therapeutische Ansätze ist ver-

mutlich das interessanteste Feld der Nanotechnologien. Synthetisierte Nanopartikel

sind ein vielversprechendes Werkzeug und werden aktuell erforscht als Wirkstoff-

transportsysteme, für die Diagnostik, Bilddarstellung und in Medizinprodukte, wie

Implantate [1].

1.1. Nanomedizin

Besonders in der Medizin werden große Erwartungen und Hoffnungen in die Nano-

technologien gesetzt. Neben Medikamenten, die durch Nanotechnologien etabliert

wurden, besteht sehr großes Interesse in der Entwicklung von neuartigen Therapie-

möglichkeiten für bisher kaum heilbare Erkrankungen, wie Krebs, Diabetes, chroni-
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1. Einleitung

sche Lebererkrankungen oder degenerative Erkrankungen.

Die geringe Größe der Nanopartikel ermöglicht die Überwindung von unterschiedli-

chen biologischen Barrieren und erhöht somit die Erreichbarkeit von Organen und

Geweben [1]. Genauer gesagt, die Nanopartikel können in Interaktion mit Zellen,

Organellen, Proteinen oder DNA treten. Jedoch werfen diese Möglichkeiten auch

Fragen bezüglich der Unbedenklichkeit und Sicherheit von Nanopartikeln als The-

rapeutika auf [4]. Um auch zukünftig sichere nanodimensionale Produkte bereitzu-

stellen, ist es absolut notwendig mehr Wissen über die Nano-Bio-Interaktionen zu

erlangen. Diese beinhalten bspw. nanopartikuläre Zytotoxizität, zelluläre Aufnahme

und Nanopartikel-Membran-Interaktionen [4].

Ein wichtiges Ziel ist es mehr Erkenntnisse zur Nano-Bio-Interaktion zu erlangen,

um bessere neuartige nanodimensionale Wirkstoffträgersysteme zu entwickeln. Na-

nopartikel können aus unterschiedlichen Materialien wie Gold, Eisenoxid, Siliziumdi-

oxid oder Titanoxid hergestellt sein. Oder aus organischen Polymere wie Polystyrol,

Polylactid, Polylactid-Coglycolid, oder Biopolymere wie Proteine, Lipide, Kohlenhy-

drate [5, 6]. So unterschiedlich die Ausgangsmaterialien sind, so individuell sind die

Eigenschaften und Einflüsse auf biologische Systeme. Zwischenzeitlich ist bekannt,

dass für jede Indikation, Zielzelle oder Gewebe, Wirkstoff und Applikationsart mit

individuelle Systemen getestet und etabliert werden müssen [7].

Schon in den frühen 80iger Jahren entwickelten Forscher pH-abhängige nanodi-

mensionale Wirkstofftransportsysteme basierend auf Lipiden [8]. Weitere Forschung

und Entwicklung führte zur Zulassung des ersten FDA genehmigten nanodimensio-

nalen Therapeutikum Doxil R©, welches 1995 auf den Markt kam. Dabei handelte es

sich um Liposomen, die das Medikament Doxorubincin als Wirkstoff beinhalten [9].

Bis heute hat sich viel verändert und die nanodimensionale Wirkstofftransportsyste-

me sind viel spezialisierter bzgl. ihrer Funktion, Wirkort und Zielgewebe oder -zellart

[10, 11]. So können zielgerichtet siRNA beladenen Nanopartikel in die Leber ge-

bracht werden, um Leberfibrose zu behandeln [12]. Weiterhin kann durch die Verpa-

ckung des Medikaments Doxorubicin in Nanopartikel, die Blut-Hirn-Schranke durch-

wandert werden [13]. Oder die Verpackung des Chemotherapeutikum Paclitaxel mit-

tels Albumin, welches deutlich die Löslichkeit des Medikaments erhöhte und somit

den Verzicht auf allergieauslösende Lösungsvermittler ermöglichte, wurde 2008 un-

ter dem Handelsnamen Abraxane zugelassen [14].
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1.1. Nanomedizin

Von Vorteil wäre, wenn dieser zielgerichtete Transport für jede Gewebe oder Zellart

funktionieren würde. Wie schwierig das ist, soll an dem Beispiel weiße Blutzellen

erläutert werden. Die weißen Blutzellen unterteilen sich in verschiedene Untergrup-

pen, wie B-Zellen, T-Zellen und Fresszellen. Von großen Erfolg ist die zielgerich-

tete Applikation von Nanopartikeln in Fresszellen, die aufgrund ihrer Funktion als

Fresszellen eine große Anzahl an Nanopartikel aufnehmen können [15, 16, 17]. Im

Vergleich dazu ist die Applikation von Nanopartikeln in T-Zellen herausfordernd, da

ihre primäre Funktion nicht die Aufnahme von Partikeln ist, sondern die Abwehr von

Eindringlingen wie Viren oder Pathogenen. Oft ähneln Nanopartikel in ihrer Form,

Funktionalisierung und Größe den Viren und Pathogenen [18]. Deshalb stellt der

zielgerichtete Aufnahme in T-Zellen ganz besondere Ansprüche an die Nanoparti-

kel in Bezug auf Art, Beschaffenheit und Größe [19].

1.1.1. Nanodimensionale Trägersysteme als Wirkstofftransportsysteme

Das höchste Ziel bei der Applikation von Nanopartikeln ist der zielgerichtete und

spezifische Transport von Wirkstoffen in Zellen [20]. Nanodimensionale Trägersys-

teme mit optimierten physiko-chemischen und biologischen Eigenschaften werden

von Zellen leichter aufgenommen als große Moleküle. Somit eignen sie sich als

Trägersystem für bioaktive Substanzen [21]. Liposomen, Dendrimere, metallische/

magnetische und peptidbasierende Nanopartikel sind Beispiele von Systemen, die

potenziell als Wirkstofftransportsysteme eingesetzt werden [22]. In Abbildung 1 sind

die Beispiele für nanodimensionale Trägersysteme gezeigt.

Die Idee, mittels zielgerichteter nanodimensionaler Therapie, Tumorwachstum ein-

zudämmen ohne dabei den Körper kollateral zu schädigen gewinnt zunehmend an

Interesse, sowohl in der Wissenschaft als auch in der Industrie. Dabei spielen vor

allem Nanopartikel auf der Basis von biokompatiblen Materialien eine besondere

Rolle [20].

Für die biologische Anwendung bietet sich eine Einteilung der nanodimensionalen

Trägersystemen nach ihrer Funktion an, so eignen sich besonders Liposomen, Mi-

cellen oder Nanokapseln zum Transport von hydrophilen oder hydrophoben Sub-

stanzen, während peptidbasierende Nanopartikel und Blockcopolymere sich für den
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1. Einleitung

Transport von DNA oder siRNA eignen. Bei den Liposomen, Micellen oder Nano-

kapseln wird optimalerweise der Wirkstoff im Inneren eingeschlossen und von dem

Nanomaterial umgeben [23].

Abbildung 1: Beispiele für nanodimensionale Trägersysteme, die als Wirkstofftransportsystem ein-
gesetzt werden. Abbildung modifiziert nach [20]. c©A. Mirza und F. Siddiqui.

Bei den peptidbasierenden Nanopartikeln und Blockcopolymeren entsteht über elek-

trostatische Wechselwirkungen ein Komplex aus Wirkstoff/Substanz und Nanomate-

rial. Da sowohl peptidbasierende als auch Blockcopolymere eine kationische Teilla-

dung besitzen, während siRNA anionisch geladen ist. In Abbildung 2 ist beispielhaft

die Komplexierung von siRNA mittels kationischen Blockcopolymeren dargestellt.

Die Verpackung von siRNA ist notwendig, da weder DNA- noch RNA-Moleküle

über die Zellmembran aufgenommen werden. Deshalb wurden in vitro Methoden,

wie virale Transduktion, Calcium-Phosphat-Transfektion, Elektroporation oder Nu-

kleofektion, etabliert, um DNA oder RNA ins Zytoplasma einer Zelle zu transportie-

ren [24, 25]. Um auch in vivo DNA und RNA zu applizieren, sind andere Methoden

notwendig. So werden Trägersysteme entwickelt, die DNA oder RNA komplexieren

können und so nanodimensionale Partikel entstehen, die die Zellmembran durch-

wandern können [26, 27]. Die Transfektion von RNA oder DNA hat sich zu einem
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1.2. Intrazelluläre Aufnahmemechanismen

wichtigen Werkzeug in der Behandlung von Krebs und Autoimmunerkrankungen

entwickelt. So kann über kurze inhibitorische RNA (engl. short interferring RNA,

siRNA) Sequenzen gezielt die Expression von Proteinen herunter reguliert werden,

die bspw. als Onkogene oder als proinflammatorisch bekannt sind [28, 23].

Abbildung 2: Beispiele für die Komplexierung von siRNA über elektrostatische Wechselwirkungen
des kationischen Nanomaterials und der anionischen siRNA. Als kationisches Nanomaterial ist sche-
matisch ein Blockcopolymer dargestellt. Die Blockcopolymere verfügen über eine kationische La-
dung, welche nach der Komplexierung mit der anionischen siRNA teilweise noch erhalten bleibt.

In dieser Arbeit wurden zwei Blockcopolymersysteme und ein Kapselsystem zur

Aufnahme in CD8+ T-Zellen verwendet. Blockcopolymere eignen sich als Wirkstoff-

trägersysteme besonders, da über die unterschiedlichen Blöcke verschiedene che-

mische Eigenschaften vereint werden [29, 30]. Ein besonderer Vorteil der Blockco-

polymere, die verwendetet wurden, ist die geringe Größe, kationische Ladung und

Fähigkeit siRNA zu komplexieren [31, 32].

Kapselsysteme besitzen den Vorteil, dass sie hydrophile oder hydrophobe Substan-

zen einschließen und in die Zelle transportieren können [33]. Weiterhin lässt sich

durch eine Vielzahl an Funktionalisierungen die Aufnahme in Zellen verbessern

[15, 17].

1.2. Intrazelluläre Aufnahmemechanismen

Zur Aufnahme von Partikeln und Flüssigkeiten aus dem extrazellulären Raum nut-

zen Zellen Aufnahmemechanismen, die als Endozytose bezeichnet werden. Denn
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die Zellmembran ist nur für sehr kleine Moleküle durchlässig. Die Endozytose wur-

de zum allerersten Mal von Christian de Duve im Jahre 1974 erwähnt [34]. Darunter

versteht man eine Vielzahl an aktiven Aufnahmemechanismen, die dadurch gekenn-

zeichnet sind, dass die Zellmembran Einstülpungen bildet, in denen sich die ex-

trazellulären Substanzen befinden. Nachfolgend entstehen aus den Einstülpungen

Transportvesikel, die von Zellmembran umgeben sind und die extrazellulären Sub-

stanzen beinhalten [35]. Die endozytotischen Aufnahmewege lassen sich bezüglich

der Größe der Vesikel, die Art der aufgenommenen Substanzen (Liganden, Rezep-

toren, Lipide, nanodimensionale Trägersysteme), und Mechanismen der Vesikelfor-

mation unterscheiden [36]. Die Subtypen der Endozytose sind die Phagozytose und

unterschiedliche pinozytotischen Aufnahmemechanismen. Nach erfolgreicher Inter-

nalisierung verschmelzen die Vesikel zu frühen und späten Endosomen und letztlich

zu Lysosomen.

Abbildung 3: Schematische Darstellung der unterschiedlichen endozytotischen Aufnahmemechan-
simen. Die Aufnahmewege unterscheiden sich bezüglich Größe der Veskikel, Art der aufzunehmen-
den Substanzen und Mechansimus der Vesikelformation. Abbildung modifiziert nach [36, 37, 35].

Phagozystose

Die Phagozytose wird primär von spezialisierten Zellen ausgeübt, deren Funkti-

on die Entfernung von großen Pathogenen und Zelldebris ist. Dazu zählen vor

allem Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen (engl. dendritic cells, DCs)

und Neutrophile [38]. Dieser stark regulierte Prozess involviert spezifische Ober-
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1.2. Intrazelluläre Aufnahmemechanismen

flächenrezeptoren und Signalkaskaden, die durch GTPasen der Rho-Familie regu-

liert sind, und können durch Phagozytose Partikel, die größer als 750 nm sind, auf-

genommen werden [39]. Dieser Mechanismus kann genutzt werden, um DCs mit

Antigen/Peptid-modifizierten nanodimensionalen Trägersystemen zu beladen, die

wiederum an T-Zellen präsentieren und diese aktivieren. Hierbei handelt es sich um

eine effektive und vielversprechende Methode, die im Zusammenhang mit der Ent-

wicklung von neuartigen Krebstherapien, erforscht wird [40].

Makropinozytose

Die klassische Makropinozytose ist Clathrin-, Caveolin-unabhängig und tritt spontan

auf oder kann über Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert werden. Während der Makro-

pinozytose werden große Volumina an Flüssigkeit, Partikeln oder Agglomeraten mit-

tels Makropinosomen internalisiert [41]. Dafür bildet die Zellmembran die typische

Ausstülpung, die extrazellulären Substanzen umgibt und einschließt [42]. Die Ma-

kropinozytose unterscheidet sich von der Phagozytose durch die unspezifische Auf-

nahme von Partikeln und Flüssigkeit, es ist keine spezifische Rezeptor Interaktion

vorhanden [43]. Charakterisiert werden, kann die Makropinozytose über die Aufnah-

me von den Flüssigphasenmarkern Dextran und HRP [44]. Teilweise kann die Ma-

kropinozytose über Wachstumsfaktoren stimuliert werden [36]. Oft wird die Makropi-

nozytose in den Zusammenhang mit der Antigeninternalisierung und -präsentation

gebracht, aber auch mit dem Eintritt von Viren in die Zellen [43, 42]. Das wiederum

führte zu der Überlegung, ob kationische zellpenetrierende Peptide (engl. cell pe-

netrating peptides, CPPs), die in ihrer Struktur Viren sehr ähnlich sein können, über

Makropinozytose aufgenommen werden [45].

Endozytose

Die Endozytose lässt sich in unterschiedliche pinozytotische Aufnahmewege un-

terteilen. Dabei wird zwischen der Clathrin-abhängigen sowie Caveolin-abhängigen

Endozytose und Clathrin- /Caveolin-unabhängigen Endozytose unterschieden.

Die Proteine Clathrin und Caveolin spielen bei diesen Aufnahmewege eine essen-

tielle Rolle. Bei der Clathrin-abhängigen Endozytose, welches als die klassische

Aufnahmeroute bezeichnet wird, formatiert sich das Protein in der Zellmembran
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und es entstehen Clathrin beschichtete Membrangruben und -vesikel [46]. Der Auf-

nahmeweg ist klassisch für die Aufnahme von Nährstoffen, wie Cholesterin, Lipide

oder Transferrin via Transferrin-Rezeptor. Deshalb eignet sich die Co-Aufnahme von

Transferrin auch für den Nachweis der Clathrin-abhängigen Endozytose [47].

Caveoline sind membranständige Proteine, die beteiligt an der Rezeptor-unabhän-

gigen Endozytose und Bestandteile von ’Lipid Rafts’ sind [47]. Weiterhin ist Caveolin

häufig im Muskel, Endothelzellen, Fibroblasten und Adipozyten vorhanden, jedoch

nicht in Neuronen und Leukozyten [35]. Der Aufnahmeprozess ist langsamer als

bei der Clathrin-abhängigen Endozytose und wird als wichtig bei der Aufnahme von

Proteinen und DNA vermutet [48].

Zusätzlich kann über Clathrin- und Caveolin-unabhängige Endozytose eine Zellauf-

nahme erfolgen. Hierbei handelt es sich um heterogene Prozesse mit heteroge-

nen Zielsubstanzen, wie Wachstumsfaktoren, Interleukinen und unterschiedlichen

Proteinen, die aufgenommen werden [47]. Weiterhin konnten für Folat-modifizierte

Nanomaterialien eine Aufnahme über die Clathrin- und Caveolin-unabhängige En-

dozytose nachgewiesen werden [49].

Die Endozytose ist ein heterogener Aufnahmeweg bei dem unterschiedliche Prote-

ine beteiligt sind und die Aufnahme vieler unterschiedlicher Substanzen in Zellen

ermöglicht.

Direkte Translokation

Eine nicht-endozytotische Möglichkeit zur Aufnahme stellt die direkte Translokation

dar. Hierbei durchwandern die hauptsächlich kationischen Substanzen die Zellmem-

bran ohne jegliche Beteiligung von Rezeptoren, Poren, Kanäle oder andere Aufnah-

memechanismen [50, 51]. Es ist auch schon seit längerem bekannt, dass Nanopar-

tikel über diese unspezifische Translokation in Zellen aufgenommen werden [19].

Die direkte Penetration über die Zellmembran wurde erstmals im Zusammenhang

mit cell penetrating peptides (CPP) erwähnt. Hierbei handelt es sich um kationi-

sche Peptide, die die Zellmembran unspezifisch penetrieren können und somit in

die Zelle gelangen [52, 53]. Es wird vermutet, dass die Peptide durch ihre kationi-

sche Ladung in Interaktion mit den anionischen Phospholipiden der Zellmembran

treten können, diese destabilisieren und somit direkt durch die Membran migrieren

[54, 55, 56]. Eine weitere Möglichkeit ist durch die Formation von inversen Micellen,
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die 1996 zuerst im Zusammenhang mit der Translokation des Proteins Penetratin

erwähnt wurden [57]. Dabei kommt es auch zur Destabilisierung der Phospholipid-

Doppelmembran und über elektrostatische Wechselwirkungen zur Micellenformati-

on, die die CPPs umschließen [54]. Weiterhin wird diskutiert, ob die Akkumulation

von CPPs an der Membranoberfläche durch Wechselwirkungen nachfolgend Poren

bilden können, die das Eindringen der CPPs möglich macht [58, 59, 60, 61]. Un-

abhängig davon, werden noch die Elektroporations-ähnliche Permeabilisierung der

Zellmembran oder das Eindringen an den Grenzen zu Mikrodomänen, als mögliche

Mechanismen der direkten Translokation diskutiert [54, 55, 56].

Dieser Möglichkeit der Aufnahme gewährleistet einen zuverlässigen Transport von

kationischen Nanomateralien über die Zellmembran bei Zellen, die keine hohen En-

dozytoseraten aufweisen. Weiterhin stellen kationische Nanomaterialien ein sehr

gutes Trägersystem für anionische Wirksubstanzen, wie DNA und RNA, dar [26, 50].

Endosomen

Nanopartikel und extrazelluläre Substanzen können unterschiedliche Wege nutzen,

um in Zellen aufgenommen zu werden. Nach der Internalisierung werden die Par-

tikel in endozytotischen Vesikel durch die Zelle transportiert und eventuell in Ly-

sosomen abgebaut oder über die Exozytose wieder aus der Zelle ausgeschleust

[35, 36]. Die Vesikel verändern sich in ihrer Zusammensetzung während dem Trans-

port durch die Zellen. So werden Vesikel direkt nach der Aufnahme als frühe Endo-

somen (engl. early endosomes, EE), die zu späten Endosomen (engl. late endoso-

mes, LE) reifen und schließlich mit Lysosomen verschmelzen können, bezeichnet

[62, 63]. Die unterschiedlichen Stadien sind charakterisiert durch spezifische Mar-

ker. So können klassische frühe Endosomen durch die Proteine EEA1 und Rab5

identifiziert werden [63].

Aus späten Endosomen können auch multivesikulare Vesikel entstehen, die sich

u.a. aus Rab5+ frühen Endosomen bilden und beteiligt an der Exozytose sind [64].

Zur Identifikation von späten Endosomen müssen unterschiedliche Marker herange-

zogen werden, da es den einen spezifischen Marker nicht gibt. Die Detektion erfolgt

über Mannose-6-Phosphat-Rezeptor (M6PR), Lamp1/Lamp2, Rab5, Rab7 und ver-

schiedene Tetraspanine. Dabei sind vor allem die Tetraspanine CD82, CD9, CD81

und CD63 zu nennen. [64, 65].
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Lysosomen

Lysosomen sind die terminalen Vesikel innerhalb der endozytotischen und autopha-

gozytotischen Wegen [63, 66]. Somit sind die Vesikel die letzte Destination für eine

Vielzahl an Substanzen und sind an der Regulierung unterschiedlicher Prozesse,

wie Herunterregulation von Oberflächenrezeptoren, Inaktivierung von Pathogenen

oder Abbau von Stoffwechselprodukten [66]. Charakteristisch für Lysosomen ist der

saure pH-Wert von 4,6 bis 5, welcher das optimale Milieu für eine Vielzahl von Hy-

drolasen darstellt [67]. Dazu zählen Proteasen, Lipasen, Glucosidasen, Nukleoa-

sen, Phosphatasen und Lysozym [66]. Das Vorhandensein des sauren pH-Werts

und unzähliger Enzyme kann genutzt werden für die Wirkstofffreisetzung aus Na-

nopartikeln. So kann entweder ein enzymatischer Abbau des Nanopartikel oder ein

Anionenaustausch erfolgen und den Wirkstoff freisetzen [68]. Weiterhin kann das

saure Milieu zur Markierung von Lysosomen genutzt werden, da es keine bewähr-

ten lysosomale Marker gibt. Zwar sind lysosomale Enzyme durch einen Mannose-

6-Phosphat-Rest gekennzeichnet, dieser ist jedoch nicht für Lysosomen spezifisch,

da er auch in späten Endosomen vorhanden ist [64, 69]. Auch über Endozytose

aufgenommene Nanopartikel gelangen nach einer gewissen Zeit ins Lysosomen.

1.3. Periphere mononukleäre Blutzellen

Die Zellen des Blutes lassen sich unterteilen in Erythrozyten, Leukozyten und Throm-

bozyten. Der zelluläre Anteil des Blutes liegt bei 40 bis 45%, der restliche Teil ist be-

stehend aus Plasma, welches Wasser, Proteine, Elektrolyte und Nährstoffe enthält.

Aus chemisch-physikalischer Sicht handelt es sich bei Blut um eine Suspension be-

stehend aus Wasser und zellulären Bestandteilen. Der pH-Wert des Blutes liegt bei

7,4 und wird über unterschiedliche Puffersysteme konstant gehalten [70].

Die Blutzellen lassen sich weiter unterteilen in periphere mononukleäre Zellen (engl.

periphere blood mononuclear cells, PBMCs), die alle runde, einkernige Zellkerne

besitzen. Dazu zählen T-Zellen, B-Zellen, Monozyten und Natürliche Killerzellen

(NK-Zellen) [71, 72]. In Abbildung 4 sind die Zellen des Blutes dargestellt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Zellen des Blutes. Zytotoxische T-Zellen werden auch
als CD8+ T-Zellen bezeichnet, gehören zu den Lymphozyten, welche wiederrum zu der Gruppe der
peripheren mononukleären Blutzellen (engl. Periphere Blood Mononuclear Cell, PBMCs) gehören.
Die PBMCs bezeichnet Blutzellen, die einen einzigen großen, runden Zellkern besitzen. Abbildung
modifiziert nach [71, 72].

Mittels Dichtegradzentrifugation lassen sich PBMCs von den restlichen Blutzellen

und Blutplasma trennen [73, 72]. Dafür wird ein hydrophiles Kolloid (Separationsme-

dium), welches aus Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer besteht und als Ficoll

oder Histopaque R© bezeichnet wird, verwendet. Das Separationsmedium separiert

Vollblut in zwei Fraktionen, die unter und über der Dichte von 1,077 g/ml liegen. Die

PBMCs besitzen eine geringere Dichte und liegen deshalb als Ring auf dem Sepa-

rationsmedium. Dieser Ring wird auch als ’Buffy-Coat’ (lederfarbene) Schicht be-

zeichnet und beinhaltet alle mononukleären Zellen. Unter dem Separationsmedium

befinden sich die Erythrozyten und polymorphokernige Leukozyten (Granulozyten),

weil sie eine höhere Dichte als 1,077 g/ml besitzen. In Abbildung 5 sind die Schich-

ten vor und nach der Dichtegradzentrifugation dargestellt. Die Buffy-Coat-Schicht

beinhaltet Lymphozyten (T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen), Monozyten und unreife den-
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dritische Zellen (engl. immature dendritic cells, iDCs) (siehe Abbildung 4) [74].

Der Anteil dieser Zellen variiert sehr unter den Individuen. In der Regel sind 70 bis

90% der Lymphozyten PBMCs, davon sind ca. 5% Monozyten, während die den-

dritischen Zellen lediglich 1 bis 2% der PBMCs ausmachen. Der Anteil an CD3+

T-Zellen unter den Lymphozyten beträgt 70 bis 85%, das entspricht ungefähr 45 bis

70% der PBMCs. Die CD3+ Fraktion lässt sich nochmals unterteilen in CD4+ (25-

60 % der PBMCs) und CD8+ T-Zellen (5-30 % der PBMCs) [75, 72]. Die CD4+ T-

Zellen sind bekannt als T-Helferzellen (TH Zellen) und regulatorische T-Zellen (TReg

Zellen). Die CD8+ T-Zellen wiederum werden als zytotoxischen T-Zellen bezeich-

net und sind sehr heterogen in der Markerexpression und umfassen an die 200

funktionelle Phenotypen [72]. In dieser Arbeit werden CD8+ T-Zellen als Zielzellen

verwendet.

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Buffy-Coat Aufreinigung mittels Separationsmedium
und Dichtegradzentrifugation. Abbildung modifiziert nach [76].

1.4. CD8+ T-Zellen und ihre Funktion

Da diese Doktorarbeit auf Arbeiten mit zytotoxischen T-Zellen basiert, soll in diesem

Abschnitt die Funktionen und Aufgaben der CD8+ T-Zellen genauer erläutert wer-

den.

Wie in Abschnitt 1.3 erläutert sind CD8+ T-Zellen Teil der Blutzellen und werden mit-

tels Dichtegradzentrifugation mit anschließender MACS-Aufreinigung isoliert.

Bei den zytotoxischen T-Zellen handelt es sich um Immunzellen, die ihren Ursprung
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1.4. CD8+ T-Zellen und ihre Funktion

im Rückenmark haben und im Thymus reifen. Während der Reifung bilden die T-

Zellen entweder einen CD4+ oder CD8+ Rezeptor (engl. T-cell receptor, TCR) aus,

selten bilden die T-Zellen auch beide Rezeptoren aus und werden als doppelpositi-

ve T-Zellen bezeichnet [77]. Jedoch kann grundsätzlich über diese Oberflächenre-

zeptoren zwischen T-Helferzellen (CD4+) und zytotoxischen T-Zellen (CD8+) unter-

schieden werden. Trotzdem werden reife T-Zellen bis zum ersten Antigen-Kontakt

als naive T-Zellen bezeichnet. Solange überwachen die CD8+ T-Zellen die Körper-

zellen und nach dem Eindringen von Pathogenen, virusinfizierten Körperzellen oder

Krebszellen werden die CD8+ T-Zellen aktiviert und elimieren ihre Zielzellen [78].

TCR vermittelte Erkennung von Zielzellen

Zinknagel konnte 1996 zeigen, dass CD8+ T-Zellen nur virusinfizierte Zellen er-

kennen können, wenn diese bestimmte MHC-Moleküle (engl. major histocompati-

bility complex, MHC) exprimieren [79] Die TCR vermittelte Erkennung von Peptid-

Antigen, die über einen MHC-Rezeptor präsentiert werden, spielt eine zentrale Rol-

le in der zellulären Immunantwort. Der TCR bindet über die variable Domäne an

den MHC-Komplex, der von Antigenpräsentierende Zellen (engl. antigen presenting

cells, APCs) exprimiert wird [80]. Ein einzelner TCR kann unterschiedliche Pep-

tid/MHC Liganden erkennen. Dabei wird zwischen agonistischen und antagonisti-

schen (inhibitorischen, hemmenden) Liganden unterschieden. Beide Liganden füh-

ren zu einer Initiierung der Signaltransduktion, jedoch mit gegensätzlicher Antwort.

Während Agonisten zu einer Aktivierung der Immunantwort führen, hemmen ant-

agonistische Liganden die Immunantwort der T-Zelle [78]. Weiterhin muss beachtet

werden, dass bei der TCR vermittelten Erkennung immer weitere Co-Rezeptoren

beteiligt sind. Das bedeutet, wenn der TCR an den MHC-Komplex von APCs bin-

det, bildet sich eine immunologische Synapse aus, an der weitere Co-Rezeptoren

beteiligt sind. In Abbildung 7 sind die wichtigsten Co-Rezeptoren und Liganden dar-

gestellt. Über diese Zell-Zell-Kontakte können die T-Zellen mit weiteren Immunzellen

kommunizieren. Weiterhin kann die immunologische Synapse genutzt werden, um

ein Anheften der Immunzellen an infizierte Zellen oder Krebszellen zu ermöglichen

[81].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der immunologischen Synapse, die sich zwischen CD8+

T-Zellen (T cell) und Antigenpräsentierenden Zellen (APC) ausbilden kann. Bei der Aktivierung von
T-Zellen sind immer Co-Rezeptoren beteiligt, die entweder zu einen positiven (Aktivierung der T-
Zelle) oder zu einem negativen intrazellulärem Signal (T-Zelle wird gehemmt) führt. Die bekann-
testen inhibitorischen Rezeptoren sind CTLA-4 und PD-1. Für die Feinregulation der Immunantwort
über T-Zellen sind immer positive und negative Signale notwendig. Sobald jedoch inhibitorische Re-
zeptoren verstärkt exprimiert werden, ist das ein Hinweis auf die Erschöpfung der T-Zelle [82]. c©X.
Huand und Y. Yang.

Co-stimulierende Rezeptoren und Signale

Die wesentlichen Elemente der zellulären Immunantwort sind die Aktivierung, klo-

nale Expansion und Differenzierung in T-Zell-Subpopulationen. So kann die Akti-

vierung von T-Zellen in zwei Phasen eingeteilt werden. In der ersten Phase wer-

den naive T-Zellen aktiviert, die anschließend in Effektorzellen differenzieren. In

der zweiten Phase erkennen die Effektorzellen spezifische Antigene und eliminie-

ren die Zielzellen. Die Co-Rezeptoren wiederum übernehmen die Feinregulierung

der T-Zell-Immunantwort [78]. So benötigen die Effektorzellen drei Signale zur Akti-

vierung: 1) TCR-Aktivierung, 2) Co-stimulierender Rezeptor CD28-B7 wird aktiviert

und 3) IL-2 vermitteltes Signal. Dieses Signal ist bei naiven T-Zelle nicht notwendig,

da diese keinen IL-2-Rezeptor exprimieren. Das am besten charakterisierte Signal

ist die Aktivierung von naiven T-Zellen basierend auf der Interaktion von B7 mit

CD28 und dem Antigen CTLA-4. Dabei stellt die B7-CD28-Interaktion das agonis-

tische Signal dar, während CTLA-4 die T-Zellantwort hemmen soll [83]. Da CD28

immer auf der T-Zellen exprimiert ist, wird CTLA-4 sehr schnell nach der Aktivie-
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rung hochreguliert, um so eine überschießende Immunreaktion zu verhindern [78].

Zusammengefasst ist die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen ein Resultat aus

der Bindung des TCR an ein Antigen und die Beteiligung von vielen unterschied-

lichen Co-stimulierende Rezeptoren auf den T-Zellen und Signalen die von APCs

und T-Helferzellen generiert werden. So ist die Effektivität der Aktivierung abhängig

vom TCR-Signal und das der Co-stimulierenden Faktoren [78].

Zytotoxische Funktion der T-Zellen

Es gibt drei mögliche Wege, wie T-Zellen ihre Zielzellen eliminieren können. Zwei

dieser Wege gehen über einen direkten Zell-Zell-Kontakt, während der dritte über

die Ausschüttung von Zytokinen, wie TNF-alpha oder INF-gamma statt findet [78].

Die Zytokine werden solange produziert, wie die TCR Stimulierung andauert. TNF-

alpha Ausschüttung bewirkt die Aktivierung der Caspase-Kaskade und führt somit

zur Apoptose der Zielzelle. IFN-gamma führt zur Induktion des Fas-vermittelten zel-

lulären Lyse.

Abbildung 7: Zytotoxische Funktion der T-Zellen kann über drei Wege vermitttelt werden. a) Indirek-
te Eliminierung der Zielzellen über die Ausschüttung von TNF-alpha und IFN-gamma. b) Induktion
der Apoptose über Aktivierung der Todesrezeptoren (CD95). c) Direkte Eliminierung durch die Aus-
schüttung von Granzyme B und Perforin in den interzellulären Raum von T-Zelle und Zielzelle [78].
Copyright(2016) mit Erlaubnis von Elsevier.

Die letzte Möglichkeit ist über die Freisetzung von Perforin und Granzym in den

interzellulären Raum, nachdem der TCR an die Zielzelle gebunden hat [78, 84].

Die beiden Proteine sind hoch zytotoxisch. Um sich selbst vor den Substanzen zu
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schützen nutzen die T-Zellen zwei Funktionen. Zum einen werden die Vorstufen der

beiden zytotoxischen Proteine in Lysosomen gespeichert, die nach Aktivierung an

die Oberfläche treten und ihren Inhalt frei geben [78, 85]. Weiterhin treten die Ly-

sosomen nur dort an die Oberfläche, wo ein Kontakt zur Zielzelle besteht und die

Zelle schützt somit sich selbst und die weitere Umgebung vor den zytotoxischen Zy-

tokinen. Die zytotoxischen Enzyme sind nur nach Aufnahme in die Zielzelle tödlich

[78, 86].

Zytotoxische T-Zellen und Krebserkrankungen

Die Funktion von zytotoxischen T-Zellen bei Tumorerkrankungen wird mit zuneh-

mendem Interesse erforscht, da zytotoxische T-Zellen aufgrund ihrer Funktionen

(wie oben beschrieben) ein vielversprechender Ansatz bei der Behandlung von Tu-

moren darstellen.

So konnte auch recht schnell festgestellt werden, dass Krebszellen die Fähigkeit be-

sitzen zytotoxische T-Zellen in ihrer Umgebung zu inaktivieren, denn grundsätzlich

besitzen zytotoxische T-Zellen auch in Kombination mit regulatorischen T-Zellen die

Fähigkeit Tumorzellen zu eliminieren [87]. Deshalb nimmt die Relevanz zu, effekti-

ve antitumorale zytotoxische Immunantworten mittels T-Zellen zu generieren. Dabei

wird vor allem die Manipulation oder Modulation der T-Zellen gegenüber den Tu-

morzellen in Bezug auf die hemmende Rezeptoren in Fokus genommen [78]. Die

Funktion von hemmenden Rezeptoren wird in den nachfolgenden Abschnitten be-

schrieben.

In der klinsichen Forschung wird die Manipulation der T-Zellen auch als immunolo-

gische Checkpoint-Blockade bezeichnet. Und das bedeutet, dass negative Signale,

die die T-Zellfunktion blockieren eliminiert werden [88, 89, 90]. In der klinischen Pha-

se sind bereits PD-1 und CTLA-4, die mittels Antikörper blockiert werden, mit dem

Hauptziel den Zustand der T-Zell-Erschöpfung rückgängig zu machen [88, 90].

T-Zell Erschöpfung

Die T-Zell Erschöpfung wurde vor mehreren Jahrzehnten als Dysfunktion von Anti-

gen-spezifischen T-Zellen während und nach chronisch viralen Infektionen in Mäu-

sen beschrieben [91, 92]. Von diesem Zeitpunkt an, konnte in vielen Studien die
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Erschöpfung der T-Zellen während chronischen Infektionen und Krebserkrankun-

gen nachgewiesen werden [93].

Erschöpfte T-Zellen verlieren ihre Effektorfunktion, exprimieren unterschiedliche in-

hibitorische Rezeptoren und besitzen eine veränderte Transkription. Die T-Zell Er-

schöpfung geht oft einher mit ineffizienter Kontrolle von persistierenden Infektionen

und Tumore, jedoch kann die Reaktivierung der T-Zellen zu einer wieder funktio-

nierender Effektorfunktion führen [93, 94]. Naive T-Zellen werden durch Infektionen

oder Impfungen aktiviert und differenzieren in Effektorzellen innerhalb von ein bis

zwei Wochen. Dieser Prozess ist begleitet von Proliferation, transkriptionaler Re-

programmierung, Expansion und Erlangung von Effektorfunktionen [95]. Nach dem

Höhepunkt der Entzündung, sterben die meisten aktivierten T-Zellen und lediglich

eine kleine Population verwandelt sich in Gedächtniszellen (engl. memory cells).

Diese Gedächtniszellen sind hauptsächlich inaktiv, besitzen jedoch die Fähigkeit

sehr schnell ihre Effektorfunktion zu reaktivieren, wenn sie stimuliert werden [95].

Bei einer chronischen Entzündung und Krebserkrankungen, was eine permanente

Antigen Belastung und/oder Entzündung bedeutet, wird die Gedächtniszellfunkti-

on negativ beeinflusst. So wurde beobachtet, dass es zu einem fortschreitenden

Verlust der Effektorfunktion und eine zunehmende Expression von inhibitorischen

Rezeptoren kommt [93]. Die Erschöpfung von humanen T-Zellen wurde zum ersten

mal im Zusammenhang mit chronischen viralen Infektionen (HIV, Hepatitis C) und

bei Krebserkrankungen beschrieben [93, 96]. Die Erschöpfung der T-Zellen verhin-

dert eine optimale Kontrolle der Immunfunktion während Infektionen und Krebser-

krankungen. Dabei wurden zwei Proteine entdeckt, die während der Erschöpfung

überexprimiert sind. Es handelt sich dabei, um PD-1 (engl. programmed cell death

1, PD-1) und CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte antigen 4, CTLA-4). Wie oben

schon erwähnt führt die gezielte Hemmung der Proteine zu einer Reaktivierung der

Effektorfunktion [93, 96]. So wurde die Manipulation der T-Zellen zu einem wich-

tigen Instrument, um mittels eigener Immunzellen chronische Entzündungen und

Krebserkrankungen zu behandeln [94]. In Tabelle 2 sind die wesentlichen Unter-

schiede zwischen funktionierenden Gedächtniszellen/Effektorzellen und erschöpf-

ten T-Zellen dargestellt.
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Tabelle 2: Veränderung der T-Zell-Funktion durch chronische Entzündung und Krebserkrankungen.
Die chronische Antigenpräzenz führt zu einer Veränderung der Funktion von Gedächtniszellen und
wirkt sich negativ auf die Effektorfunktion der T-Zellen aus. Die Tabelle ist modifiziert nach [93, 94].

Eigenschaft Aktive Gedächtniszelle Erschöpfte T-Zelle

Proliferationspotential +++ +/-
Produktion Zytokine +++ +/-
Inhibitorische Rezeptoren - +++
(PD-1, CTLA-4, 2B4)

Was T-Zell Erschöpfung verursacht, ist eine der zentralen Fragen, die viele Wis-

senschaftler beschäftigt. Es ist sicherlich ein Zusammenspiel aus der direkten Um-

gebung, inhibitorischen Signale von anderen Lymphozyten, inhibitorischen Zytoki-

ne sowie die Expression von inhibitorischen Rezeptoren [94]. Jedoch scheint das

permanente oder chronische Einwirken der Antigene auf die T-Zellen eine Schlüs-

selrolle zu spielen. Zusätzliche Faktoren, wie das Fehlen von T-Helferzellen und

die Expression von inhibitorischen Rezeptoren tragen vermutlich dazu bei [97, 93].

So konnte in früheren Studien schon gezeigt werden, anhand dem chronischen

Lymphozytäre Choriomeningitis Virus Mausmodell (engl. lymphocytic choriomenin-

gitis virus, LCMV), dass das Level der Erschöpfung von der Stärke der Antigen-

Einwirkung abhängig ist [98]. Tatsächlich zeigte sich auch, wenn T-Zellen den Virus-

antigenen zeitlich begrenzt ausgesetzt werden, bilden sie ihre normale Effektor- und

Gedächtnisfunktion aus [99, 100]. Bleibt die Antigen-Einwirkung jedoch bestehen so

etabliert sich das Erschöpfungsstadium der T-Zellen und sie entwickeln sich nicht

zu Gedächtniszellen weiter.

Somit tragen hemmende Rezeptoren einen entscheidenden Teil zur T-Zell Erschöp-

fung bei. Grundsätzlich führt die Aktivierung von inhibitorischen Rezeptoren zu einer

Aktivierung von hemmenden Stoffwechselwegen, die wesentlich in der Kontrolle von

Autoreaktivität und überschießender Immunantworten sind [78, 94, 101]. So ist die

Expression von inhibitorischen Rezeptoren ein normaler Vorgang nach Aktivierung

der T-Zellen, jedoch ist deren erhöhte bzw. starke Expression ein Marker für den Er-

schöpfungszustand der T-Zellen. Weiterhin wird dieser Mechanismus von Krebszel-

len genutzt, da diese fähig sind inhibitorische Liganden zu exprimieren [94]. Die Ef-

fektorfunktion wird eingeschränkt, weil die Aktivierung der inhibitorischen Rezepto-
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ren zur Aktivierung von hemmenden Signalkaskaden und Genen führt. Jedoch sind

die Signalwege weder für PD-1 noch für CTLA-4 komplett verstanden [93, 94, 101].

Die Expression von PD-1 wird schnell nach Aktivierung der T-Zelle hochreguliert und

kann während einer chronischen Infektion auf einem erhöhtem Niveau bleiben. Je-

doch ist die alleinige Hochregulierung von PD-1 kein Hinweis auf die Erschöpfung

der T-Zellen. Vielmehr können neben PD-1 noch weitere hemmende Rezeptoren

exprimiert werden, wie 2B4, CTLA-4 und TIM3. Und das Zusammenspiel der unter-

schiedlich inhibitorischen Rezeptoren zeigt die Schwere der Erschöpfung an [94].

So konnte mit der Blockade von PD-1 und CTLA-4 in Melanom-Patienten eine gute

Kontrolle des Tumorwachstums gezeigt werden [102, 90]. Jedoch darf nicht außer

Acht gelassen werden, dass die inhibitorischen Rezeptoren eine wichtige Funkti-

on bei der Verhinderung von überschüssigen Immunreaktionen haben, so könnte

die komplette Hemmung der Rezeptoren zu ungewünschten Nebeneffekten wie Au-

toreaktivität des Immunsystems führen. Folglich kann die Manipulation von unter-

schiedlichen Rezeptoren, in unterschiedlicher Stärken effektiver sein, als die Hem-

mung eines inhibitorischen Rezeptors.

Neben Rezeptoren bietet die Manipulation von löslichen Faktoren, wie spezifische

Interleukine oder Zytokine, oder regulatorische T-Zellen ein weiterer Ansatzpunkte

bei Regulierung der T-Zellfunktion [94].

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass zytotoxische T-Zellen grundsätzlich die

Funktion besitzen Krebszellen zu erkennen und diese zu eliminieren. Jedoch lösen

Krebszellen eine chronische Entzündung und somit permanente Aktivierung der T-

Zellen aus. Das wiederum resultiert in der Expression unterschiedlicher inhibitori-

schen Rezeptoren, die verhindern, dass Effektorzellen in Gedächtniszellen differen-

zieren, sondern in einen Erschöpfungszustand übergehen, der sie ihn ihrer Funktion

hemmt. Die Manipulation der T-Zellfunktion über die Hemmung der inhibitorischen

Rezeptoren PD-1 und CTLA-4 stellt einen vielversprechenden Therapieansatz dar.

Jedoch muss beachtet werden, dass das Immunsystem ein sensibles System ist,

das bestimmte hemmende Signale benötigt, um überschießende Immunantworten

und Autoreaktivität zu verhindern. Anstatt PD-1 und CTLA-4 systemisch mittels Anti-

körper zu hemmen, stellt die ex vivo Manipulation von tumorreaktiven T-Zellen eine

gute Alternative dar, um überschießende Immunantworten und Autoreaktivität zu

verhindern. Dafür bietet sich die Manipulation mittels nanodimensionaler Trägersys-
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teme an, die bspw. siRNA in CD8+ T-Zellen transportieren könnten.

1.5. CD8+ T-Zellen und die Aufnahme von Nanopartikeln

Um zielgerichtet Medikamente oder siRNA in Zellen zu transportieren, eignen sich

nanodimensionale Trägersysteme. Zum einen, weil Medikamente erst an ihrem Ziel-

ort wirken und zum anderen, weil siRNA nicht ohne Hilfe in Zellen aufgenommen

wird. Jeder Zelltyp unterscheidet sich in der Aufnahmeeffizienz. Das liegt sowohl an

der Endozytoserate und in der Natur der Zellen.

Primäre zytotoxische T-Zellen zählen zu den Zellen, die sich sehr schwer transfi-

zieren lassen [103]. Sie sind bekannt, eine große Herausforderung für die ex vi-

vo Transfektion darzustellen und werden deshalb als ’hard to transfect’ bezeich-

net [103]. Während konventionelle Lipid/Polymer-basierende Transfektionsmetho-

den bei adhärenten Zellen sehr gut funktionieren, sind sie meistens ineffektiv bei T-

Zellen [104, 105, 106]. Alternative Transfektionsmethoden wie Elektroporation oder

virale Vektoren weisen ebenfalls gewisse Nachteile auf, wie niedrige Transfektions-

effizienz, schlechte Viabilität und Sicherheitsbedenken, besonders bei der Verwen-

dung von viralen Vektoren [107, 103].

Neue Strategien stellen intelligent designte nanodimensionale Nanomateralien dar,

die Modifikationen besitzen, welche die Aufnahmeeffizienz in T-Zellen erhöhen [103].

Erfolge konnten mit peptidbasierenden Nanopartikeln gezeigt werden, da diese über

elektrostatische Wechselwirkungen über die Zellmembran penetrieren können [53,

108, 103]. Eine Herausforderung ist die teilweise geringe siRNA Bindungskapazität,

was die Knockdown-Effizienz negativ beeinflussen könnte [109]. Die Verwendung

von siRNA, die an Antikörper gekoppelt sind, könnte dazu führen, dass die T-Zellen

ungewollt aktiviert werden, besonders bei entzündlichen Erkrankungen wäre das

kontraproduktiv [103]. Weiterhin stellen unterschiedlich modifizierte Nanopartikel-

systeme eine gute Möglichkeit dar, um T-Zellen zu transfizieren. Hier muss für die

klinische Anwendung besonders auf die Biokompatibilität und -abbaubarkeit geach-

tet werden. Ein Vorteil der Nanopartikelsysteme ist die sehr variable Modifizierbar-

keit der Oberfläche, um so eine zielgerichtete Aufnahme in T-Zellen zu erzielen

[103].
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Ein weiter Ansatzpunkt sind Aptamere zum Transport von siRNA oder DNA in T-

Zellen. Jedoch ist die Auswahl und Charakterisierung der Aptamere für eine zielge-

richtete Aufnahme ein extrem zeitaufwendiger Prozess. Weiterhin steckt die Aptamer-

Forschung noch größtenteils in den Kinderschuhen bezüglich Stabilität, Toxizität und

Immunogenizität [103].

Da wie oben beschrieben, T-Zellen sehr schwer transfizierbar sind, wird teilweise

die Methode verfolgt, dass die Nanoträgersysteme nicht von T-Zellen aufgenom-

men, sondern lediglich andocken sollen. Problematisch ist die Effizienz, da gewähr-

leistet sein muss, dass während des Andockens auch der Inhalt in die T-Zellen

übertragen wird [110, 111]. Auch kommerziell erhältliche Systeme zur Transfekti-

on (Lipofectamine
TM

, HiPerFect
TM

, DharmaFECT
TM
) wurden genutzt, um T-Zellen zu

transfizieren. Jedoch scheitern auch sie überwiegend an der Transfektionseffizienz

und Übertragung in die klinische Anwendung [112, 113, 114, 103].

Alle bisherigen Systeme besitzen gewissen Herausforderungen und deshalb bleibt

bei allen Systemen die Frage offen, ob sie für eine translationale Nutzung geeig-

net sind. Denn der Übergang von neuen Therapieansätzen in die klinische Anwen-

dung scheitert oft, trotz vielen vorher gehenden in vivo Studien [103]. Besonders

bei T-Zellen sind die Effizienz und direkte Adressierung der Nanoträgersysteme oft

unzureichend.

1.6. Zelllinien

Zellen, die zur permanenten Zellkultur geeignet sind werden als Zelllinien bezeich-

net. Man unterscheidet zwischen Tumorzelllinien und immortalisierten Zellen. Ein

weiteres Merkmal von Zelllinien ist, dass sie eine höhere Proliferationsrate als pri-

märe Zellen besitzen und ihre Morphologie sich über viele Passagen nicht verän-

dern [115]. Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien stammen von Tumoren ab.

Und werden in den nachfolgenden Abschnitten kurz erklärt.

1.6.1. Jurkat Zellen

Die Jurkat Zellen wurden 1976 aus dem peripheren Blut eines 14-jährigen Jungen

mit akuter lymphatischen Leukämie isoliert. Die Zellen werden dem Zelltyp der T-
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Zell-Leukämie zugeordnet. Morphologisch handelt es sich um runde Zellen, die ein-

zeln oder verklumpt in Suspension wachsen. Charakteristisch für die Jurkat Zellen

ist, dass sie sehr wenig Zytosol und einen großen Zellkern haben [116].

Die Jurkat Zellen werden normalerweise in RPMI-1640 Medium mit 10 % FBS bei

37◦C mit 5 % CO2 kultiviert und weisen eine Dopplungszeit von 25 bis 35 Stun-

den auf [116]. Nach Auskunft der DSMZ sind die Jurkat Zellen positiv für die Ober-

flächenmarker CD2, CD3, CD5, CD6, CD7, TCR und negativ für CD8, CD13 und

CD19. Weiterhin sind sie positiv für die alpha/beta-Kette des T-Zellrezeptors, jedoch

negativ für die gamma/delta-Kette des T-Zellrezeptors [116].

1.6.2. Murine 2E8 Zellen

Die 2E8 Zellen wurden 1996 von Ishihara et al. als B-Lymphozyten-Klone aus Lang-

zeit-Knochenmarks-Kulturen von BALB/c Mäusen generiert. Die 2E8 Klone zeigten

über die Langzeitkultivierung eine durchgängige IL-7-Abhängigkeit [117].

Die Kultivierung der Zellen erfolgt, in Anlehnung an das Whitlock-Witte Medium,

in IMDM Medium mit erhöhtem FBS Anteil (20 %), geringerem Natriumbicarbonat-

gehalt (1,5 mg/ml) und 2-Mercaptoethanol [118]. Da die 2E8 Zellen eine IL-7-Ab-

hängigkeit, sowohl für murines als auch für humanes IL-7, aufweisen, führt für die

Kultivierung ohne IL-7 zu dem Absterben der Zellen. Diese Sensitivität gegenüber

IL-7 wurde sich für diese Arbeit zum Nutzen gemacht. Dadurch war es möglich zu

überprüfen, ob eine Azid- bzw. DBCO-Funktionalisierung einen Einfluss auf die bio-

logische Funktionalität des humanen IL-7 hat.

1.7. Herstellung nanodimensionaler Trägersysteme

In dieser Arbeit wurden nanodimensionale Trägersysteme für die Aufnahme in CD8+

T-Zellen untersucht.

Dafür wurden zwei Blockcopolymere-Systeme, ((HPMA-s-APMA)-b-GPMA und kat-

ionische Nanohydrogele zur Selbstorganisation), und ein Kapselsystem welches

aus Ovalbumin besteht, verwendet. Die Blockcopolymere besitzen die Eigenschaft

siRNA zu komplexieren und werden über die RAFT Polymerisation hergestellt Die

Ovalbumin Kapseln sind innen hohl. Mittels Miniemulsionstechnik, lassen sich beim
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Herstellungsprozess Wirkstoffe, wie siRNA, einkapseln (siehe Abschnitt 1.7.3). In

den nachfolgenden Abschnitten werden Eigenschaften und Synthese der einzelnen

Systeme vorgestellt.

1.7.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA

Die Blockcopolymere, bestehend aus Methacrylamid mit einem Amino- und Guani-

dinblock, weisen ähnliche Eigenschaften wie die CPPs auf [32]. Sie besitzen den

Vorteil, dass sich nicht viral sind und über ihre kationischen Eigenschaften siRNA

komplexieren können. Weiterhin erlaubt das kationische Potential auch das Durch-

wandern der Zellmembran und die Aufnahme über die unspezifische Endozytose

[54, 32].

Die Herstellung der Blockcopolymere erfolgte über die wässrige RAFT Polymeri-

sation. Die funktionelle Gruppe, basierend auf Guanidin, erkennt und bindet Phos-

phatanionen über Wasserstoffbrücken und kann somit die Bindungskapazität von

Nukleinsäuren, wie siRNA, erhöhen [32]. Weiterhin ist Guanidin ein Teil der Arginin-

seitengruppe, was die funktionelle Nähe zu den CPPs erklärt [32, 119].

Die nachfolgende Modifizierung mit Triphenylphosphin (TPP) soll nochmals die Auf-

nahme in Zellen erhöhen und wurde schon erfolgreich bei der zielgerichteten Auf-

nahme in Mitochondrien verwendet [120].

Der erste Block HPMA, (2-hydroxy-propyl)methacrylamid, wird sehr häufig als Be-

standteil für nanodimensionale Trägersysteme verwendet, da es in der Literatur

als biokompatible und nicht immunogen beschrieben wird [121]. Die Herstellung

der Blockcopolymere erfolgte über die RAFT-Polymerisation, während die TPP-

Modifizierung in einem nachfolgend Schritt mittels NHS-Ester vorgenommen wurde.

Ilja Tabujew (AK Müllen) ist mit der Herstellung des Blockcopolymers gelungen,

die unterschiedlichen positiven Eigenschaften der Polymerblöcke so zu vereinigen,

dass ein vielversprechendes nanodimensionales Trägersystem für siRNA und für

die Aufnahme in CD8+ T-Zellen entstanden ist.

1.7.2. Kationische Nanohydrogele zur Selbstorganisation

Kationische Nanohydrogele zeichnen sich durch die Eigenschaft aus, in wässriger

Umgebung zu quellen [122, 31]. Weiterhin bilden klassische Hydrogele über un-
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terschiedliche Wechselwirkungen stabile Netzwerke und neigen somit zur Selbstor-

ganisation. Bestehen die Nanohydrogele aus biokompatiblen Polymeren eignen sie

sich aufgrund der Größe und Eigenschaft siRNA zu komplexieren als Trägersysteme

in der biomedizinischen Anwendung [123, 31].

In der Arbeitsgruppe Zentel von der Universität Mainz, wurde eine Methode zur Syn-

these von kationischen Nanohydrogelen, basierend auf einem amphiphilen Block-

copolymer, etabliert [31]. Aufgrund der Selbstorganisation lagern sich die Blockco-

polymere zu Polymeraggregaten zusammen, deren Kern mittels Spermin vernetzt

wird. Dadurch entstehen stabile kationische Kerne, die wiederum siRNA oder ande-

re Oligonukleotide über elektrostatische Wechselwirkungen komplexieren können

[31]. Die Freisetzung des Wirkstoffes kann über einen Anionenaustausch durch pH-

Wert Absenkung oder durch enzymatische Abbauprozesse erfolgen [31]. Die Vor-

teile der Nanohydrogele sind ihre Größe, ihre hohe Ladungskapazität mit siRNA und

ihr leicht kationisches Zeta-Potential [31].

Um noch kleinere Nanohydrogelpartikel (unter 100 nm im Durchmesser) herzustel-

len, wurden die verwendeten Polymere Tri(ethylenglycol)methylethermethacrylat

(MEO3MA) und Poly(pentafluorphenylmethacrylat) (P(PFPMA)) mit verkürzter Ket-

tenlänge eingesetzt. Die Herstellung der Blockcopolymere erfolgte auch über die

RAFT-Polymerisation mit anschließender Vernetzung mittels Spermin.

In früheren Studien konnte für die Nanohydrogele schon eine gute Aufnahme in

Zelllinien und den zuverlässigen Transport von siRNA in Zellen gezeigt werden

[31, 68, 124]. Deshalb stellen die neuen, kleineren Nanohydrogele ein interessantes

Trägersystem für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen dar.

1.7.3. Miniemulsionstechnik

Bei der Miniemulsionstechnik handelt es sich um eine im AK Landfester sehr gut

etablierte Methode um kleine Tröpfchen/Nanpartikel mit hoher Stabilität in einer

kontinuierlichen Phase durch Ultraschall herzustellen [125, 126, 127]. Die kleinen

Tröpfchen entstehen und bleiben bestehen, weil sie in der kontinuierlichen Phase

nicht löslich sind. Mit anschließender Polymerisation können sie stabilisiert werden.

Mit dieser Technik lassen sich Nanopartikel in einer Größenbreite von 30 bis 500 nm

herstellen [125]. Neben Nanopartikel eignet sich die Miniemulsionstechnik auch um
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Nanokapseln, also Nanopartikel mit einer Schale und hohlem Innenraum, herzustel-

len [128]. Unterschieden werden zwischen der direkten und inversen Miniemulsions-

technik. Bei der direkten Miniemulsion handelt es sich um eine Öl-in-Wasser Mini-

emulsion, bei der die kontinuierliche Phase polar ist, während die disperse Phase

unpolar ist. Mit der direkten Miniemulsion lassen sich vor allem hydrophobe Wirk-

stoffe einkapseln [129]. Im Gegensatz dazu eignet sich die inverse Miniemulsion

um hydrophile Wirkstoffe einzukapseln. Hierbei besteht die kontinuierliche Phase

aus einem unpolaren Lösungsmittel, während die disperse Phase die Polymere und

den Wirkstoff enthalten, welcher durch die Ultraschallbehandlung von den Polymere

eingeschlossen wird [128].

In Abbildung 8 ist schematisch die Herstellung einer inversen Miniemulsion darge-

stellt. Durch die hohe Variabilität der einsetzbaren Polymere, Wirkstoffe und Oberflä-

chenfunktionalisierung ist die Miniemulsionstechnik eine ideale Herstellungsmetho-

de für nanodimensionale Trägersysteme für biomedizinische Anwendungen [128].

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Herstellung einer inversen Miniemulsion. Bei der kon-
tinuierlichen Phase handelt es sich um ein unpolares Lösungsmittel, während die disperse Phase
polar ist und sowohl Polymer als auch Wirkstoff enthält. Nach der Ultraschallbehandlung entsteht
eine Wasser-in-Öl-Miniemulsion. Durch eine nachfolgende Reaktion entstehen die Kapseln mit dem
Wirkstoff als Inhalt. Abbildung modifiziert nach [125, 130, 129, 33].

1.7.4. Ovalbumin Kapseln

Bei dem biomedizinischen Einsatz von synthetischen Trägersystemen ist die Bio-

kompatibilität und Bioabbaubarkeit oft problematisch. Um dies zu umgehen, wurden

Nanokapseln, die aus dem Protein Ovalbumin bestehen von Keti Piradashvili (AK

Landfester) angefertigt [33].

25



1. Einleitung

Der große Vorteil von Proteinen ist, dass sie meist nicht toxisch, nicht immunogen,

biokompatible und bioabbaubar sind [131]. Bioabbaubar, weil proteinspaltende En-

zyme, Proteasen, ubiquitär in den Zellen vorhanden sind und somit der Abbau der

Nanokapsel und die Freisetzung des Wirkstoffes gewährleistet ist [131, 33]. Weiter-

hin sind Proteine von besonderem Interesse, weil sie gut verfügbar, wasserlöslich

und meist gut charakterisiert sind [131, 132]. Da in den meisten Fällen die primä-

re Struktur und Molekulargewicht der Proteine bekannt sind, lassen sich sie leicht

chemisch modifizieren, um damit die Aufnahme zu verbessern. So wurde bspw. das

Chemotherapeutikum Paclitaxel an ein Albuminpartikel gebunden, um die Neben-

wirkungen zu senken [133].

Bei Ovalbumin handelt es sich, um das am häufigsten vorkommenden Protein in Vo-

geleiern und um ein Albumin-Derivat. Ovalbumin wurde als Modell-Proteine verwen-

det, da es sehr gut erforscht, leicht verfügbar und in der pharmazeutischen Indus-

trie Anwendung für unterschiedliche Trägersysteme findet [131, 132]. Ein Albumin-

Derivat wurde verwendet, da Albumin das häufigste Protein im Blutplasma ist. Wei-

terhin ist Albumin für den Molekültransport verantwortlich und besitzt eine extrem

hohe Liganden Bindungskapazität [33].

Die Ovalbumin Kapseln wurden mittels der inversen Miniemulsionstechnik syntheti-

siert und an der Oberfläche entweder mit Interleukin-7 (IL-7) oder PepFect14 (PF14)

modifiziert. Beide Modifizierungen sollten die Aufnahme in CD8+ T-Zellen erhöhen.

Während IL-7 gleichzeitig noch die Expansion von tumorgerichteten zytotoxischen T-

Zellen stimulieren sollte [134]. Das PF14 gehört zur Familie der zellpenetrierenden

Peptiden, welches als Transfektionsagenz die Aufnahme in Zellen erhöhen kann

[135].
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1.8. Motivation

Langfristiges Ziel des Projektes ist die nicht-virale RNA-Transfektion von CD8+ T-

Zellen, um den Funktionsverlust der Effektorfunktion entgegen zu treten. Als Träger-

systeme sollen polymere Nanokapseln und Blockcopolymere dienen, die mit siRNA

beladen und die von CD8+ T-Zellen aufgenommen werden. Die neuen Transfekti-

onsverfahren sollen gegenüber herkömmlichen Verfahren den Vorteil besitzen, dass

es zellschonend ist und die Nukleinsäure bis zu ihrem intrazellulären Wirkort vor en-

zymatischem Abbau geschützt ist.

In dieser Arbeit erfolgt die detaillierte Untersuchung der Eignung von unterschied-

lichen Trägersystemen für die Aufnahme in zytotoxischen T-Zellen. Weiterhin wird

die Aufnahme, Toxizität und Verbleib innerhalb der T-Zellen ausführlich untersucht.

Als Wirkstoffe für die Trägersysteme soll vor allem siRNA verwendet werden, um

inhibitorische Proteine (PD-1 und CTLA-4) herunter zu regulieren. Die beiden Pro-

teine sind bekannt für ihre negative Wirkung auf die Effektorfunktion von T-Zellen bei

chronischen Entzündungen und Krebserkrankungen [78]. Weiterhin stellt die Mani-

pulation der T-Zellen mittels Hemmung von PD-1 und CTLA-4 eine vielversprechen-

de Therapiemöglichkeit dar, um das eigene Immunsystem für die Bekämpfung von

Krebszellen zu nutzen. Denn durch die Expression von PD-1 und CTLA-4 gehen die

T-Zellen in einen Erschöpfungszustand über, der die Effektorfunktion und Prolifera-

tionsverhalten der Zellen stark negativ beeinflusst [93].

Die primären zytotoxischen gelten als sehr schwer transfizierbar und herkömmliche

Transfektionsmethoden stellten sich überwiegend als ineffizient heraus [103]. Des-

halb ist das Hauptziel der Arbeit Trägersysteme zu finden, die in hoher Effizienz in

CD8+ T-Zellen aufgenommen werden und geeignet sind siRNA in die Zelle zu trans-

portieren.
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2.1. Allgemeine und spezielle Zellkultur von Suspensionszellen

In Tabelle 3 ist die Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien aufgelistet.

Die Suspensionszellen wurden in der Regel bei 500 g für 5 Min zentrifugiert und in

kleinen Zellkulturflaschen stehend kultiviert.

Tabelle 3: Verwendete Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

RPMI T-Zellen ready 500 ml RPMI-1640 Medium
10% FBS
1% PenStrep
30 ng/ml OKT-3 Antikörper
400 bzw. 600 I.E humanes IL-2

RPMI Jurkat ready 500 ml RPMI-1640 Medium
10% FBS
1% PenStrep

RPMI Monozyten Depletion ready 500 ml RPMI-1640 Medium
2% FBS
1% PenStrep

IMDM ready 500 ml IMDM Medium
20% FBS
1% PenStrep
4 mM L-Glutamin
1,5 g/ml Natriumbicarbonat
1 ng/ml murines IL-7

Einfriermedium 50 ml FBS
10% DMSO

2.1.1. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Für die Kryokonservierung wurden jeweils 50*106 nicht adhärente mononukleäre

Blutzellen (nicht adhärente PBMCs) nach der Isolierung in 1 ml bzw. 1,5 ml Einfrier-

medium aufgenommen. Anschließend wurden die Kryovials in die Einfrierbox Mr.

Frosty TM überführt und für 2 Tage bei -80 ◦C eingefroren und anschließend bei -

180 ◦C in der Flüssigphase der Kryobank gelagert.
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Für das Auftauen der Zellen wurden die Kryovials im Wasserbad erhitzt und die

Zellsuspension in vorgewärmtes Medium überführt. Anschließend wurden die Zel-

len abzentrifugiert (500 g für 5 Min) und in mindestens 10 ml Zellkulturmedium auf-

genommen. Für die Zellzählung wurden 20µl Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau

gemischt und im automatischen Zellzählgerät gemessen oder alternativ in der Neu-

bauer Zählkammer ausgezählt.

2.1.2. Isolierung humaner mononukleärer Zellen aus aufkonzentriertem

peripheren Blut

Zur Gewinnung humaner mononukleärer Zellen (PBMCs) von gesunden Spendern

wurden Buffy Coats von der Transfusionszentrale der Universitätsmedizin Mainz

verwendet.

Die PBMCs können mittels einer isopyknischen Zentrifugation von Erythrozyten,

Granulozyten und toten Zellen getrennt werden. Die durch Dichtegradzentrifugati-

on entstandene lederfarbene Schicht wird als Buffy-Coat bezeichnet und enthält

B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, Thrombozyten und T-Zellen.

Für die Isolierung wurde das aufkonzentrierte Blutkonserve im Verhältnis 1 : 5 mit

phosphatgepufferten Salzlösung (engl. phosphat buffered saline, PBS-) verdünnt

und anschließend wurden 35 ml in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen, welches 15 ml

Separationsmedium enthielt, überführt. Nach der Dichtegradzentrifugation (15 Min,

1100 g, keine Bremse) wurde die Buffy-Coat-Schicht mit den PBMCs abgenommen,

welche sich über dem Ficoll R© befand. Anschließend wurden die PBMCs 2 x mit PBS-

gewaschen und zentrifugiert (10 Min, 670 g), um die Reste des Ficolls R© zu entfer-

nen. Die Zellen wurden in 50 ml RPMI Monozyten Depletion ready Medium aufge-

nommen und über einen 100µm Zellsieb gefiltert. Für die Zellzählung wurden 30µl

Zellsuspension mit 180µl 6 %ige Essigsäure vermischt und 5 Min inkubiert, um stö-

rende Erythrozyten zu lysieren. Anschließend wurde die Probe 1 : 1 mit Trypanblau

gemischt und mittels Neubauer Zählkammer ausgezählt. Für die Monozyten Deple-

tion wurden in 6-well-Platten 15*106 Zellen pro well ausgesät und für 2 Stunden im

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurden die Suspensionszellen (nicht adhären-

ten PBMCs) abgenommen. Die Wells wurden 2 x mit PBS- gewaschen. Die Zellsus-

pension wurde zentrifugiert (5 Min, 470 g) und nochmals mit Essigsäure und Tryp-
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anblau (wie oben beschrieben) gezählt. Für die Kryokonservierung wurden 50*106

Zellen in 1 ml bzw. 1,5 ml Einfriermedium aufgenommen und in Kryovials überführt.

Das Einfrieren wurde wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben durchgeführt.

2.1.3. Kultivierung von humanen nicht adhärenten PBMCs

Die aufgetauten PBMCs wurden in kleinen CELLSTAR R© Zellkulturflaschen kultiviert.

Pro Flasche wurden 20*106 Zellen in 20 ml RPMI T-Zellen ready Medium kultiviert.

Die Zusammensetzung des Zellkulturmediums ist in Tabelle 3 aufgeführt. Die Zellen

wurden wöchentlich mit 30 ng/ml OKT-3 (Anti-CD3 Antikörper, Klon OKT-3) Antikör-

per und 600 internationale Einheiten (I.E.) Interleukin-2 (IL-2) pro ml restimuliert.

Zusätzlich erfolgte einmal wöchentlich ein Mediumswechsel, mit der Zugabe von

400 I.E. IL-2 pro ml. Das Splitten der Zellen erfolgte, wenn die Zellzahl mehr als

2*106 Zellen pro ml betrug.

2.1.4. Kultivierung von humanen Jurkat Zellen

Die Jurkat Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen (DSMZ) bezogen und in der Zellbank im Flüssigstickstoff gelagert. Die

Zellen wurden wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben, aufgetaut und in RPMI Jurkat

ready Medium (siehe Tabelle 3) als Suspensionszellen in kleinen Zellkulturflaschen

kultiviert. Die Zellen wurden 1 bis 2 x wöchentlich gesplittet und mit neuem Medium

versorgt. Die vom Hersteller empfohlene Zelldichte von 1,5*106 Zellen wurde nicht

überschritten.

2.1.5. Kultivierung von murinen 2E8 Zellen

Die murinen 2E8 Zellen wurden von American Type Culture Collection (ATCC) be-

zogen und nach der Expansion in der Zellbank im Flüssigstickstoff gelagert. Die

Zellen wurden wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben, auftaut und in IMDM ready Me-

dium mit murinem IL-7-Zusatz als Suspensionszellen in kleinen Zellkulturflaschen

kultiviert. Die vom Hersteller empfohlene Zelldichte von 5*105 pro ml wurde nicht

überschritten. Das Splitten der Zellen erfolgte 2 bis 3 x wöchentlich und mit jedem
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Mediumswechsel wurde neues murines IL-7 hinzugefügt. Für die Zellversuche wur-

de humanes IL-7 verwendet.

2.2. Generierung und Stimulierung von humanen CD8+ T-Zellen

Die CD8+ T-Zellen wurden mittels magnetischer Zellsortierung aus nicht adhärenten

PBMCs isoliert und anschließend mit einem OKT3 Antikörper und IL-2 stimuliert. Die

Herstellung der nicht adhärenten PBMCs ist in Abschnitt 2.1.2 erläutert.

2.2.1. Aufreinigung humaner CD8+ T-Zellen mittels magnetischer

Zellsortierung

Für die magnetische Zellsortierung (engl. magnetic cell separation, MACS) wur-

den die PBMCs mindestens eine Woche lang stimuliert und kultiviert, wie in Ab-

schnitt 2.1.3 beschrieben. Vor der Aufreinigung wurde die Zentrifuge auf 4 ◦C und

der MACS Puffer (PBS-, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA) auf 2 bis 8 ◦C vorgekühlt. Weiter-

hin wurde die gesamte Aufreinigung auf Eis durchgeführt.

Nachdem die Zellsuspension bei 300 g für 10 Min zentrifugiert wurden, wurden sie

in 80µl pro 107 Zellen in MACS Puffer aufgenommen. Bevor 20µl CD8 MicroBeads

pro 107 Zellen hinzugefügt wurden, wurden für die Durchflusszytometrie-Kontrolle

1*105 Zellen separiert. Die Inkubation der CD8 MicroBeads erfolgte im Dunkeln bei

4 ◦C. Anschließend wurden 5µl Anti-CD8 Antikörper hinzugefügt und nochmals für

5 Min im Dunkeln bei 4 ◦C inkubiert. Gleichzeitig wurde die Durchflusszytometrie-

Kontrolle mit dem Anti-CD8 Antikörper gefärbt. Im nächsten Schritt wurden die Zel-

len mit 1-2 ml MACS Puffer pro 107 Zellen gewaschen und zentrifugiert (300 g für

10 Min). Anschließend wurden die Zellen bis 108 Zellen in 500µl MACS Puffer auf-

genommen.

Die magnetischen Säulen wurde in dem MACS Separator eingesetzt und mit 3 ml

MACS Puffer gespült. Direkt im Anschluss wurde die Zellsuspension auf die Säule

pipettiert. Die mit den MicroBeads markierten Zellen blieben in der magnetischen

Säule, während die nicht markierten Zellen aus der Säule gewaschen wurden. Da-

für wurde 3 x mit 3 ml MACS Puffer verwendet. Die CD8+ T-Zellen ließen sich aus

der Säule lösen, indem die Säule aus der Halterung entfernt wurde; mit 5 ml MACS
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Puffer wurden die verbliebenen Zellen aus der Säule gedrückt. Weitere 1*105 Zellen

wurden, für die Durchflusszytometrie-Kontrolle, separiert und mit Anti-CD8 Antikör-

per gefärbt.

Die CD8 T-Zellen wurden nochmals zentrifugiert, gezählt, in RPMI T-Zellen rea-

dy Medium aufgenommen und mit OKT3/IL-2 stimuliert (wie in Abschnitt 2.1.3 be-

schrie-ben).

2.3. Nanodimensionale Trägersysteme

Alle in dieser Arbeit verwendeten nanodimensionalen Trägersysteme wurden von

Projektpartnern synthetisiert und zur Verfügung gestellt. Deshalb wird im Folgenden

nur das Prinzip der Herstellung erläutert und auf den grundsätzlichen Aufbau der

nanodimensionale Trägersysteme eingegangen.

2.3.1. Blockcopolymere via RAFT Polymerisation

Die Blockcopolymere N-(2-hydroxy-propyl)methacrylamid-s-N-(3-aminopropyl)meth-

acrylamid (HPMA-s-APMA) mit terminalem 3-guanidinopropyl-methacrylamid-Block

(GPMA) ( (HPMA126-s-APMA14)-GPMA49) mit/ohne TPP Modifizierung wurden von

Ilja Tabujew aus dem AK Müllen (MPIP Mainz) mittels der wässrigen RAFT Poly-

merisation (engl. aqueous reversible addition-fragmentation chain transfer, aRAFT)

hergestellt. Der Herstellungsprozess wurde in Tabujew et al. detailliert beschrieben

[32].

Tabelle 4: Charakterisierung der Blockcopolymere.

Eigenschaft Blockcopolymer Blockcopolymer-TPP

Polymer (HPMA126-s-APMA14)-GPMA49 (HPMA126-s-APMA14)-GPMA49

mit TPP
Durchmesser
mit siRNA 99,2 nm 110,6 nm
ohne siRNA 12,6 nm 20,4 nm
Komplexierung
Polymer:siRNA 100:1 100:1
Farbstoff PDI PDI
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Hier eine kurze Beschreibung der Methode nach Tabujew et al.:

Das statistische Copolymer HPMA-s-APMA wurde mittels der wässrigen RAFT Po-

lymerisation in Acetat-Puffer bei 70 ◦C durchgeführt. Als Kettentransferagenz (engl.

chain transfer agent, CTA) wurde 4-cyano-4-((phenylcarbonothioyl)thio)pentansäure

(CTP) und als radikaler Initiation 4,4’-Azobis(4-cyanovalerinsäure) verwendet. Das

entstandene Makro-CTA HPMA-s-APMA wurde, mittels der gleichen Methode, ter-

minal um GPMA verlängert. Nach der Synthese wurde das Blockcopolymer dialy-

siert und lyophilisiert [32]. Die Entfernung der Thioestergruppe erfolgte nach Perrier

et al. [136].

Abbildung 9: Synthese der HPMA-APMA-GPMA Blockcopolymere mittels der RAFT Polymerisation.
Die Polymere HPMA und APMA werden mittels CTP und ACVA zu einem Blockcopolymer polyme-
risiert. In einem weiteren RAFT Polymersiationsschritt wird der GPMA Block angebunden. Nach der
RAFT Polymerisation erfolgt die TPP Modifikation mittels NHS-Ester-Chemie (in grün dargestellt).
Abbildung modifiziert nach Tabujew et al. [32].

Die Triphenylphosphin (TPP) Modifizierung erfolgte in einem weiteren Schritt mit-

tels der NHS-Ester-Chemie. In Abbildung 9 ist die Synthese des Blockcopolymers

dargestellt, die TPP Modifizierung ist in grün hervorgehoben.

Die Komplexierung von siRNA und Polymer fand bei Raumtemperatur und im Ge-

wichtsverhältnis 1 : 100 statt. Die Konzentration der eingesetzten siRNA betrug 5µM.

Die Polymer-siRNA-Komplexe wurden für jeden Versuch frisch hergestellt und nach

20-minütiger Komplexierungszeit auf die Zellen gegeben.
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2.3.2. Kationische Nanohydrogele via Selbstorganisation

Die kationischen Nanohydrogele wurden von Nadine Leber aus dem AK Zentel (Uni-

versität Mainz) hergestellt. Die Synthese zur Herstellung der Nanohydrogele wurde

von Lutz Nuhn (AK Zentel) etabliert und in Nuhn et al. ausführlich beschrieben [31].

Das Prinzip der kationischen Nanohydrogelpartikel basiert auf der Verwendung von

amphiphilen Reaktivester-Block-Copolymere, die die Neigung zur Selbstorganisati-

on (engl. self-assembly) haben.

Das Vorläuferpolymer wurde über die RAFT Polymerisation hergestellt. Der Reakti-

vester Poly(pentafluorphenylmethacrylat) (P(PFPMA)) wurde als Makro-CTA in ei-

ner RAFT-Polymerisation um Tri(ethylenglycol)methylethermethacrylat (MEO3MA)

verlängert, daraus entstand das Blockcopolymer P(MEO3MA)24-b-P(PFPMA)32 mit

einer Dithiobenzoat-Gruppe. Im nächsten Schritt wurde die Endgruppe mittels 4,4‘-

Azo-bis(4-cyanovaleriansäure) (ACVA) nach Perrier et al. abgespalten. Das entstan-

dene Blockcopolymer P(MEO3MA)24-b-P(PFPMA)32 bildete in polaren, aprotischen

Lösungsmitteln Polymer-Aggregate durch Selbstorganisation.

Tabelle 5: Charakterisierung der Nanohydrogele.

Eigenschaft Nanohydrogele

Polymer P(MEO3MA)24-b-P(PFPMA)32

Durchmesser 13,1 nm
Komplexierung
Polymer:siRNA 40:1
Zeta-Potential 13,0 mV
Farbstoff AlexaFluor647

Eine Vernetzung des hydrophoben Kerns der Polymer-Aggregate, gebildet aus den

Reaktivesterblöcken des Blockcopolymers, erfolgte mit dem Amin Spermin. Die Pen-

ta-fluorphenyl-Reste wurden in diesem Schritt umgesetzt und durch Spermin er-

setzt, die so entstandenen Nanohydrogelpartikel wurden bei physiologischem pH-

Wert protoniert. Dadurch konnten die Nanohydrogele siRNA komplexieren, die siR-

NA aufgrund des Phosphodiester-Rückgrats als Polyanion vorlag. Zur Detektion

der Partikel wurde das Fluorophor Alexa Fluor R©647 Cadaverine kovalent angebun-

den. Die Komplexierung von siRNA mit den Nanohydrogelpartikeln erfolgte in unter-
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2.3. Nanodimensionale Trägersysteme

schiedlichen Verhältnissen (1 : 20, 1 : 40 und 1 : 80) und fand bei Raumtemperatur

statt. In Abbildung 10 ist die Zusammensetzung der Nanohydrogele schematisch

dargestellt.

Abbildung 10: Der schematische Aufbau der Nanohydrogele. Das Blockcopolymer P(MEO3MA)24-
b-P(PFPMA)32 wird mit dem Verlinker Spermin vernetzt. Die Nanohydrogele neigen zur Selbstor-
ganisation und können aufgrund des kationischen Zeta-Potential siRNA komplexieren. Abbildung
modifiziert nach [31].

2.3.3. Ovalbumin Nanokapseln via Miniemulsionstechnik

Zur Herstellung der Ovalbumin Nanokapseln, die von Keti Piradashvili (AK Land-

fester) synthetisiert wurden, ist die Methode der inversen Miniemulsion angewandt

worden. Der Herstellungsprozess ist ausführlich in der Veröffentlichung Piradash-

vili et al. erläutert und basiert auf der Technik von Landfester et al. [129, 33]. Das

Prinzip der Miniemulsiontechnik beruht auf zwei Phasen, die kontinuierliche und

die disperse, die nicht miteinander mischbar sind. Mechanisches Rühren bzw. ho-

he Scherkräfte, wie Ultraschall, unter Zugabe eines Vernetzer (engl. crosslinker)

ermöglichen die Herstellung einer stabilen Miniemulsion [129, 137, 33].
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Tabelle 6: Charakterisierung Ovalbumin Kapseln.

Eigenschaft Ovalbumin Kapseln

Polymer Ovalbumin
Durchmesser 175 nm
Zeta-Potential -19,3 mV
Farbstoff Cy5

Für die Ovalbumin Nanokapseln wurde die Polyadditionsreaktion innerhalb der in-

verse Miniemulsion verwendet, dabei befand sich in der wässrigen Phase das Pro-

tein Ovalbumin und der Fluoreszenzfarbstoff Cy5-Oligonukleotid, während die kon-

tinuierliche Phase das Cyclohexan und Poly((ethylen-co-butylene)-b-(ethylenoxid)

(P(E/B)-b-EP)) als grenzflächenaktives Tensid (engl. surfactant) enthielt. Das Sur-

factant wurde tröpfchenweise zu der wässrigen Lösung pipettiert. Die entstande-

ne Präemulsion wurde durch Ultraschall homogenisiert. Anschließend wurde tröpf-

chenweise das Surfactant P(E/B)-b-EP) und Toluylendiisocyanat (TDI) als Cross-

linker hinzugefügt. Die Aufreinigung der Ovalbumin Nanokapseln erfolgte durch

Zentrifugation, um das Surfactant zu entfernen. Der Transfer in die wässrige Phase

erfolgte tröpfchenweise unter Rühren in eine wässrige SDS-Lösung, mit anschlie-

ßender Ultraschallbehandlung. Durch weiteres Rühren über Nacht verdampfte das

Cyclohexan und das SDS wurde über Zentrifugation entfernt. Schlussendlich konn-

ten die Ovalbumin Nanokapseln in Kochsalzlösung redispergiert werden und waren

gebrauchsfertig für die biologischen Versuche [33]. In Abbildung 11 ist schematisch

die Herstellung der Ovalbumin Nanokapsel mittel inversen Miniemulsion dargestellt.

Um Ovalbumin-Kapseln zu funktionalisieren wurde eine DBCO-Gruppe mittels NHS-

Ester an das Oberfläche gebracht. In einem nachfolgenden Schritt konnte IL-7-Azid

mittels kupferfreien Klickreaktion angeklickt werden.

Das gleiche Verfahren wurde auch von Staffan Lindberg (AK Landfester) genutzt,

um das zellpenetrierende Peptid PF14 an die Oberfläche von Ovalbumin-Kapseln

zu bringen. Die dafür verwendeten Ovalbumin-Kapseln wurden nach der gleichen

Methode, wie oben beschrieben, hergestellt und waren somit identisch mit den IL-7-

Azid modifizierten Ovalbumin-Kapseln.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Herstellung von Ovalbumin Nanokapseln mittels inver-
sen Miniemulsion. Das Surfactant befindet sich in der Cyclohexanphase während sich die Proteine
mit dem Fluoreszenzfarbstoff in der wässrigen Phase befinden. Nach der Ultraschallbehandlung
entsteht eine Wasser-in-Öl-Miniemulsion (inverse Miniemulsion). Die Kapselherstellung erfolgt über
einen Vernetzer und darauf werden die Nanokapseln redispergiert in einer wässrigen SDS-Lösung.
Im letzten Schritt erfolgt die Entfernung des überschüssigen Surfactant. Nachdruck der modifizierten
Abbildung gestattet von [33]. Copyright 2015 American Chemical Society.
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2.4. Aufnahme von nanodimensionalen Trägersystemen in CD8+

T-Zellen

In den folgenden Abschnitten werden die Methoden zur Aufnahme, Zytotoxizität und

Verbleib der nanodimensionale Trägersysteme in CD8+ T-Zellen beschrieben. Die

Versuche wurden für alle nanodimensionale Trägersysteme durchgeführt.

2.4.1. Analyse der Aufnahme und Zytotoxizität der nanodimensionalen

Trägersystemen im Durchflusszytometer

Aufnahme von nanodimensionalen Trägersystemen

Für die Untersuchung der Aufnahme von nanodimensionalen Trägersystemen wur-

den 2*105 CD8+ T-Zellen in 24- oder 48-well-Platten in 300µl RPMI T-Zellen ready

Medium mit 400 I.E. IL-2 ausgesät. Direkt im Anschluss wurden 150µg/ml Nanohy-

drogele oder 200µg/ml Blockcopolymere oder 300µg/ml Ovalbumin Kapseln hinzu-

gegeben, falls andere Konzentrationen nicht genannt sind. Die Nanohydrogele und

Blockcopolymere fanden entweder mit siRNA komplexiert oder unkomplexiert Ver-

wendung. Die Standardinkubationszeit der nanodimensionale Trägersysteme betrug

24 Stunden.

Nach der Inkubationszeit wurden die Proben in 1,5 ml Eppis überführt, die Wells

1 x mit PBS- gewaschen und zentrifugiert (500 g, 5 Min). Anschließend wurden die

Überstande abgenommen und die Zellen in 100µl einer 1:100 verdünnter Zombie

AquaTM-Lösung resuspendiert. Der 15-minütigen Inkubation im Dunkeln bei Raum-

temperatur folgte ein Waschschritt mit PBS- und ein Zentrifugationsschritt (500 g,

5 Min). Falls notwendig wurden die Proben mit 4 % PFA fixiert oder direkt im Durch-

flusszytometer analysiert.

Für die Zeitkinetik über 24 Stunden mit den Messzeitpunkten 30 Min, 1 Std, 3 Std,

6 Std, 18 Std und 24 Std wurden 2*105 CD8+ T-Zellen in 48-well-Platten mit 200µl

RPMI T-Zellen ready Medium mit 400 I.E. IL-2 ausgesät. Die Zeitkinetikstudien wur-

den für die Blockcopolymere und kationischen Nanohydrogele durchgeführt. Die

nanodimensionalen Trägersysteme wurden dafür mit siRNA komplexiert; das Kom-

plexierungsverhältnis siRNA zu Blockcopolymer betrug 1 : 100 und das Komplexie-

rungsverhältnis für siRNA zu Nanohydrogele betrug 1 : 40. Beide Nanopartikel wur-

38



2.4. Aufnahme von nanodimensionalen Trägersystemen in CD8+ T-Zellen

den 20 Min bei Raumtemperatur mit siRNA komplexiert und anschließend auf die

Zellen pipettiert (Blockcopolymer 200µg/ml; kationische Nanohydrogele 150µg/ml).

Zu den jeweiligen Messzeitpunkten wurden die Proben in 1,5 ml Eppis überführt,

die Wells 1 x mit PBS- gewaschen und zentrifugiert (500 g, 5 Min). Anschließend

wurden die Überstande abgenommen und die Zellen in 100µl einer 1:100 verdünn-

ter Zombie AquaTM-Lösung resuspendiert. Der 15-minütigen Inkubation im Dunkeln

bei Raumtemperatur folgte ein Waschschritt mit PBS- und ein Zentrifugationsschritt

(500 g, 5 Min). Die Fixierung erfolgte mit 50µl einer 4%igen PFA-Lösung für 10 Min

bei 4 ◦C. Zur Lagerung bei 4 ◦C wurden die Proben nochmals zentrifugiert (1000 g,

10 Min) und in 1 ml PBS- resuspendiert. Die Analyse fand im Durchflusszytometer

statt.

Die Zeitkinetikversuche wurden mit 2 %, 10 % und 100 % FBS Gehalt im Medium

durchgeführt. Die für den Versuch benötigten Zellkulturmedien wurden frisch ange-

setzt aus RPMI-1640 Medium mit FBS, 1 % PenStrep und 400 I.E. IL-2 und bevor die

Nanocarrier-siRNA-Komplexe zu den Zellen gegeben wurden, wurde das normale

Zellkulturmedium durch das Medium mit 2 %, 10 % und 100 % FBS ersetzt.

Für die Zeitkinetikstudien mit den Blockcopolymeren wurden als Vergleichszellen

immature dendritische Zellen (engl. immature dendritic cells, iDCs) verwendet. Da-

für wurden 1 Tag vor Versuchsstart die iDCs aufgetaut; 2*105 Zellen pro Well mit

200µl Medium in 24-well Platten ausgesät. Das Zellkulturmedium für iDCs bestand

aus RPMI-1640 Medium mit 2 % FBS, 1 % PenStrep, 500 U/ml IL-4 und 1600 U/ml

GMCSF. Wie bei den T-Zellen wurde auch für die iDCs Medium mit 2 %, 10 %

und 100 % FBS Gehalt für den Versuch verwendet, d.h. bevor die Polymer-siRNA-

Komplexe zu den iDCs gegeben wurden, wurde das Medium ersetzt. Zu den jeweili-

gen Messzeitpunkten wurden die iDCs in 1,5 mL Eppis überführt. Die Wells wurden

2 x gründlich mit PBS-/EDTA (5 mM EDTA) gewaschen, um die adhärenten iDCs

abzulösen. Im weiteren Verlauf wurden die iDCs gleich wie die CD8+ T-Zellen be-

handelt.

Zytotoxizität der nanodimensionalen Trägersystemen

Die Zytotoxizität der Blockcopolymere und Nanohydrogele wurde mittels einer An-

nexin V und 7-AAD/PI Färbung untersucht. Hierfür wurden 2*105 CD8+ T-Zellen in

500µl (Blockcopolymer-Proben) bzw. 200µl (Nanohydrogel-Proben) RPMI T-Zellen
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ready Medium mit 400 I.E. IL-2 ausgesät. Die nanodimensionalen Trägersystemen

wurden für diesen Versuch nicht mit siRNA komplexiert. Die Konzentrationen für die

Blockcopolymere betrug 75, 150, 200, 300, 600, 800 und 1000µg/ml. Die Nanohy-

drogele sollten in den Konzentrationen 50, 75, 100, 150, 200, 300 und 600µg/ml

eingesetzt werden. Als Positivkontrolle diente 20 %iges DMSO und als Negativkon-

trolle unbehandelte Zellen. Die Inkubationszeit betrug für die Blockcopolymere 96

Std und für die Nanohydrogele 24 Std. Nach der Inkubationszeit wurden die Proben

nach Herstellerprotokoll gewaschen, gefärbt und in 500µl Annexin V Binding Buf-

fer resuspendiert. Für die Messung im Durchflusszytometer wurden nochmals 1 ml

PBS+ hinzugefügt.

2.4.2. Analyse der Aufnahme und Verbleib der nanodimensionalen

Trägersystemen im konfokalen Laser-Raster-Mikroskop

Mit der konfokalen Laser-Raster-Mikroskopie (engl. cofocal Laser scanning micro-

skopy, cLSM) kann die Aufnahme und der Verbleib der nanodimensionalen Träger-

systeme in den Zellen nachgewiesen werden. Diese Methode wurde nicht quantita-

tiv genutzt. Für die Experimente wurde ein TCS SP5 II Mikroskop, mit Argon, DPSS

und HeNe Lasern, verwendet.

Die cLSM Versuche wurden in 8 Well µ-Slide von ibidi durchgeführt. Die eingesetzte

Zellzahl betrug 1*105 Zellen in 300µl Zellkulturmedium mit 400 I.E. IL-2.

Das allgemeine Vorgehen für die Aufnahmeversuche war, dass die Zellen aus-

gesät wurden und die entsprechende Konzentration an Nanopartikel hinzugefügt

wurde (Blockcopolymer 200µg/ml; Nanohydrogele 150µg/ml; Ovalbumin Kapseln

300µg/ml). Nach einer 3 bis 24 stündigen Inkubation im Brutschrank erfolgte ei-

ne Färbung der Zellmembran mittels CellMask green/orange/red. Dafür wurden die

Zellen aus dem ibidi in 1,5 ml Eppis überführt und 1 x mit PBS- gewaschen. Der

CellMask Farbstoff wurde 1 : 1000 in PBS- verdünnt. Pro Probe wurden 100µl ver-

dünnter CellMaskTM oder WGA Alexa Fluor488 Farbstoff pipettiert und für 10 Min im

Brutschrank inkubiert. Falls notwendig wurden die Proben mit 4 % PFA fixiert und

bei 4 ◦C gelagert. Für das Live-Cell-Imaging wurden die Zellen unfixiert und direkt

nach der Zellmembranfärbung im cLSM analysiert.
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2.4.3. Analyse der metabolischen Aktivität der nanodimensionalen

Trägersystemen nach der Aufnahme

Die metabolische Aktivität der CD8+ T-Zellen wurde mittels den MTS-Assays er-

mittelt. Der Assay beruht auf dem Prinzip der Reduktion des wasserlöslichen MTS

Farbstoffes zu einem blau-violetten, wasserunlöslichen Formazan. Die Umsetzung

findet nur in viablen Zellen statt, da dafür das Enzym NADPH-Dehydrogenase be-

nötigt wird [138]. Die Konzentration des Formazan wird mittels Plattenmessgerät

photometrisch mittels Absorption gemessen. Somit liefert der MTS-Assay Auskunft

über die metabolische Aktivität der Zelle, da das Absorptionssignal proportional zu

der Anzahl an viablen Zellen ist.

Für den MTS-Assay wurden 1*105 CD8+ T-Zellen in 96-well-Platten in 100µl RPMI

T-Zellen ready Medium mit 400 I.E. IL-2 ausgesät. Die Nanopartikel wurden in glei-

cher Konzentration wie in Abschnitt 2.4.1 beschrieben, eingesetzt. Nach der Inku-

bationszeit von 24 bis 96 Std wurden 20µl des MTS-Reagents zu den Proben pi-

pettiert. Als Positivkontrolle diente 20%iges DMSO und als Negativkontrolle Zellen

ohne Nanopartikel. Die Inkubationszeit des MTS-Reagents betrug 3 bis 4 Std, an-

schließend wurde der Farbumschlag im Platereader mittels Absorption bei 490 nm

ermittelt. In Abbildung 30 ist schematisch die Umsetzung von MTS zu Formazan

gezeigt.

Abbildung 12: Umsetzung von MTS durch NADH-induzierte intrazelluläre Prozesse zum Formazan.
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2.5. Analyse der Kolokalisation in intrazellulären

Kompartimenten

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Methoden erläutert, die zur Unter-

suchung des intrazellulären Verbleibs der Blockcopolymere durchgeführt wurden.

Nach der Aufnahme von Nanopartikeln kann der intrazelluläre Transport der Nano-

partikel durch Kolokalisationsstudien untersucht werden.

2.5.1. Kolokalisation mit Mitochondrium

Für die Kolokalisationsstudie wurden 1*105 CD8+ T-Zellen in 300µl RPMI T-Zellen

ready Medium mit 400 I.E. IL-2 in 8-well-ibidi ausgesät. Anschließend wurden 1µl

MitoTracker green Mitochondrienfarbstoff in 2,5 ml RPMI T-Zellen ready Medium ver-

dünnt und anschließend wurden 300µl auf die Proben pipettiert. Die Blockcopoly-

mere wurden im Verhältnis 100 : 1 mit 5µM siRNA für 20 Min bei Raumtemperatur

komplexiert. Im Anschluss wurden die Proben in einer Konzentration von 200µg/ml

auf die Proben pipettiert. Nach 30-minütiger Inkubationszeit fand das Live-Cell-

imaging mittels cLSM statt.

2.5.2. Kolokalisation im frühen Endosomen

Für die Antikörperfärbung wurden 2*105 CD8+ T-Zellen mit 200µl siRNA-Blockco-

polymer-Komplexen inkubiert. Blockcopolymere wurden zuvor im Verhältnis 100 : 1

mit 5µM siRNA für 20 Min bei Raumtemperatur komplexiert. Nach 3-stündiger In-

kuationszeit der CD8+ T-Zellen mit den Komplexen erfolgte die Fixierung der Zel-

len mit 4 % Histofix für 5 Minunten. Im Anschluss wurden die Proben für 10 Min

mit 0,1 %iger Saponinlösung permeabilisiert. Anschließend wurden Proben 2 x mit

PBS- gewaschen und für 10 Min bei 3000 g zentrifugiert. Für die primäre Antikörper-

färbung wurde Anti-Rab5 Antikörper 1 : 100 verdünnt und 100µl Antikörperlösung

wurden pro Probe pipettiert. Nach 1-stündiger Inkubationszeit wurden die Proben

2 x mit PBS- gewaschen. Der Sekundärantikörper Anti-mouse Alexa Fluor488 wur-

de 1 : 1000 verdünnt und für 30 Min mit den Proben inkubiert bei Raumtemperatur.

Anschließend wurden die Proben 2 x mit PBS- gewaschen und bis zur Analyse mit-

tels cLSM bei 4 ◦C gelagert.
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2.5.3. Kolokalisation bei Transferrin/Dextran Aufnahme

Eine gleichzeitige Aufnahme von Transferrin-FITC/Dextran-FITC und Blockcopoly-

mere gibt Auskunft, ob die Blockcopolymere über die Clathrinabhängige Endozy-

tose bzw. Makropinozytose aufgenommen werden. Transferrin-FITC und Dextran-

FITC sind nach der Aufnahme im frühen Endosomen vorzufinden.

Für den Versuch wurden 1*105 CD8+ T-Zellen in 200µl RPMI T-Zellen ready Medi-

um mit 400 I.E. IL-2 in 8-well ibidi kultiviert. Blockcopolymere wurden im Verhältnis

100 : 1 mit 5µM siRNA für 20 Min bei Raumtemperatur komplexiert. Anschließend

wurden 50µl Komplexe auf die Zellen pipettiert. Gleichzeitig wurden entweder 3µl

der fertigen Transferrin-FITC Lösung oder 3µl Dextran-FITC zu den Proben pipet-

tiert. Die Inkubationszeit von CD8+ T-Zellen mit Komplexen und Transferrin-FITC

oder Dextran-FITC betrug 45 Min., im Anschluss fand das Live-Cell-Imaging mittels

cLSM statt.

2.5.4. Kolokalisation im Lysosom

Für die Kolokalisationsstudie wurden 1*105 CD8+ T-Zellen in 200µl RPMI T-Zellen

ready Medium in 8-well ibidi kultiviert. Die Blockcopolymere wurden im Verhält-

nis 100 : 1 mit 5µM siRNA für 20 Min bei Raumtemperatur komplexiert und an-

schließend auf die Proben in einer Konzentration von 200µg/ml pipettiert. Nach 24-

stündiger Inkubation erfolgte die Färbung der Lysosomen mittels LysoTracker green.

Dafür wurde der LysoTracker green Farbstoff 1 : 1000 mit RPMI T-Zellen ready Me-

dium verdünnt und pro well wurden 200µl verdünnter LysoTracker green pipettiert.

Die Inkubation erfolgte im Brutschrank für 2 Stunden. Anschließend fand das Live-

Cell-Imaging im cLSM statt.

2.6. Biofunktionalität von modifiziertem IL-7

Die kupferfreie Klick-Chemie ist eine nicht toxische, schnelle und effiziente Möglich-

keit, um zwei Moleküle miteinander zu verknüpfen. Dabei handelt es sich um eine

Cycloadditionsreaktion zwischen einem Azid und einem Alkin (engl. strain-promoted

alkyne-azide cycloaddition, SPAAC) ohne den Katalysator Kupfer. Die Methode fin-

det häufig im biologischen Bereich Anwendung, da es die Anknüpfung und Modifi-
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kation von Biomolekülen ermöglicht.

In dieser Arbeit wurde die SPAAC Methode verwendet, um modifiziertes IL-7 an die

Oberfläche von Nanokapselsystemen zu bringen.

Die Modifizierung von IL-7 wurde sowohl mit einem NHS-PEG4-Azid als auch mit

einem NHS-PEG4-DBCO (von Katja Klein) durchgeführt. In beiden Fällen wurde

die Struktur von IL-7 verändert und deshalb war die Überprüfung der Biofunktiona-

lität von IL-7 nach der Modifizierung notwendig. In den nachfolgenden Abschnitten

werden die dafür verwendeten Methoden, CellTrace Violet Proliferationsassay und

BrdU Proliferationsassay, beschrieben.

Die Experimente wurden mit einer IL-7-abhängigen Zelllinie (2E8) durchgeführt. Die

2E8 Zellen sind von murinem Ursprung und proliferieren nur in Anwesenheit von

IL-7 im Zellkulturmedium (siehe Abschnitt 1.6.2).

2.6.1. CellTrace Violet Proliferationsassay

Der CellTrace Violet Farbstoff ist ein permanenter Zellfarbstoff der ein aminreaktives

fluoreszierendes Molekül enthält und durch die Plasmamembran diffundiert. Im Zel-

linneren wird das zuerst nicht fluoreszierende Molekül durch die zelluläre Esterase in

das fluoreszierende Derivat konvertiert. Die nun aktive Succinimydyl-Ester-Gruppe

bindet kovalent an die Amingruppe von Proteinen. Deshalb ist der CellTrace Violet

eine permanente Zellfärbung, der durch die Zellteilung an die Tochterzellen weiter

gegeben wird. Da die Intensität des Farbstoffes in der Tochtergeneration nur halb so

stark ist, können über die Fluoreszenzintensität die Proliferationszyklen der Zellen

analysiert werden.

Für diesen Versuch wurden 2E8 Zellen verwendet, die mindestens 2 Tage zuvor

nicht mehr mit murinem IL-7 stimuliert wurden. Weiterhin wurden die Zellen in ge-

kühltem PBS- 2 x für 10 Min bei 4 ◦C und 100 g zentrifugiert, um tote Zellen abzu-

trennen. Anschließend wurde die Zellzahl mittel automatischem Zellgerät ermittelt.

Bevor die Zellen in eine 24-well Platte ausgesät wurden, wurde die CellTrace Vio-

let Färbung nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Dafür wurde pro 1*106 Zellen,

die in 1 ml PBS- resuspendiert waren, 1µl CellTrace Violet Farbstoff pipettiert. Die

Inkubation fand für 20 Min im Brutschrank statt. Anschließend wurde das 5-fache

Volumen an IMDM ready Medium ohne IL-7 hinzugefügt, 5 Min inkubiert und bei
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500 g für 5 Min zentrifugiert, um freien CellTrace Violet Farbstoff zu entfernen. Die

Zellen wurden in Well-Platten ausgesät (5*105 Zellen pro well) und mit humanem,

murinem, humanen azidiertem und humanem DBCO-modifizierten IL-7 in den Kon-

zentrationen 100 ng/ml, 10 ng/ml, 1 mg/ml, 0,1 ng/ml und 0,01 ng/ml versetzt. Als

Negativkontrolle dienten 2E8 Zellen ohne CellTrace Violet Farbstoff, aber mit unter-

schiedlichen IL-7-Typen und IL-7-Modifizierungen.

Nach der 4-tägigen Inkubation wurden die Zellen für die Durchflusszytometrie-Mes-

sung vorbereitet. Die Vorbereitung fand bis zur Messung auf Eis statt, dafür wurden

die Zellen in 1,5 ml Eppis überführt und 1 x mit PBS- gewaschen. Für die Lebend-

Tot-Färbung wurde 20 Min vor der Messung PI (Endkonzentration 200µg/ml) hinzu-

gefügt.

2.6.2. BrdU Proliferationsassay

Der BrdU Proliferationsassay detektiert mittels eines Anti-BrdU Antikörper während

der Zellteilung in der DNA inkorperiertes BrdU. Wenn die Zellen mit BrdU-haltigem

Medium kultiviert werden, dann wird dieses Pyrimidinanalog in die neu synthetisier-

te DNA von proliferierenden Zellen an Stelle der Nukleinbase Thymidin eingebaut.

In Abbildung 13 sind die Strukturformel von BrdU und der Nukleinbase Thymidin

dargestellt.

Damit der Anti-BrdU Antikörper das eingebaute BrdU binden kann, ist die Denaturie-

rung der DNA notwendig. Der Sekundärantikörper ist HRP konjugiert und setzt das

Substrat TMB mittels Chemolumineszenzreaktion um. Der Farbumschlag ist propor-

tional zum eingebauten BrdU, welches ein direkter Indikator für die Proliferation ist.

Für diesen Versuch wurden 2E8 Zellen verwendet, die mindestens 2 Tage zuvor

nicht mehr mit murinem IL-7 stimuliert wurden. Weiterhin wurden die Zellen in ge-

kühltem PBS- 2 x für 10 Min bei 4 ◦C und 100 g zentrifugiert, um tote Zellen abzu-

trennen. Anschließend wurde die Zellzahl mittel automatischem Zellgerät ermittelt

und in eine 12-well Platte, mit 5*105 Zellen in 2 ml IMDM ready Medium, ausgesät.

Anschließend wurden die 2E8 Zellen mit humanem, murinem, humanen azidiertem

und humanem DBCO-modifizierten IL-7 in den Konzentrationen 100 ng/ml, 10 ng/ml,

1 ng/ml, 0,1 ng/ml und 0,01 ng/ml versetzt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die

ohne IL-7 inkubiert wurden. Nach 2 Tagen Inkubation im Brutschrank wurde die Zell-
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zahl mittels automatischem Zellzählgerät ermittelt. Für den BrdU Assay wurden pro

well 40 000 Zellen im 4-fach Ansatz in eine schwarze 96-well Platte mit transparen-

tem Boden ausgesät. Die Zellen wurden in 100µl IMDM ready Medium kultiviert; mit

den unterschiedlichen IL-7-Typen, -Modifizierungen und -Konzentrationen versetzt.

Das BrdU Reagent wurde 1 : 100 mit IMDM Medium verdünnt und pro well wurden

10µl verdünntes BrdU Reagent pipettiert. Nach der 3-stündigen Inkubationszeit, im

Brutschrank, wurde die 96-well Platte bei 300 g für 10 Min zentrifugiert und anschlie-

ßend vorsichtig das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden mittels der Fixierungs-

/Denaturierungslösung für 30 Min denaturiert und fixiert. Nachdem die Lösung ent-

fernt wurde, wurden direkt 100µl des Detektionsantikörpers auf die Proben pipet-

tiert. Nach der 1-stündigen Inkubation bei Raumtemperatur, wurden die Proben

3 x mit Waschpuffer gewaschen. Anschließend wurden 100µl pro well des HRP-

konjugiertem Sekundärantikörpers pipettiert und für 30 Min bei Raumtemperatur

inkubiert. Im Anschluss wurde der Waschschritt wiederholt und es wurden 100µl

TMB Substrat hinzugefügt und für weitere 30 Min inkubiert. Nachdem die Stopplö-

sung (100µl pro well) hinzugefügt wurde, wurde die Absorption im Platereader bei

450 nm gemessen.

Abbildung 13: Strukturformel des Pyrimidinanalogs BrdU, welches anstelle von der Nukleinbase
Thymidin in die DNA eingebaut wird. Anschließend lässt sich die Menge des eingebauten BrdU
mittels Antikörper detektieren und quantifizieren.
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2.6.3. Tamra-DBCO-Farbstoff zum Nachweis von IL-7-Azid

Zum Nachweis, dass IL-7 trotz Azid-Funktionalisierung an den IL-7-Rezeptor binden

kann, wurde IL-7-Azid mit einem Tamra-DBCO-Farbstoff verknüpft. Die Fluoreszenz

des Farbstoffes entstand nur bei Verknüpfung von der Azid- mit der DBCO-Gruppe.

Dafür wurde der Farbstoff im Verhältnis 0,8 : 1 zu IL-7-Azid eingesetzt, um einen

Unterschuss an Farbstoff zu gewährleisten. IL-7-Azid und Tamra-Farbstoff wurden

gemischt und für 1 Std im Kühlschrank aufbewahrt. CD8+ T-Zellen und 2E8 Zellen

wurden mittels CellMask deep red Membranfarbstoff angefärbt. Anschließend wur-

den sie auf Eis gelagert und markiertes IL-7-Azid wurde in einer Konzentration von

100 ng/ml auf die Zellen pipettiert. Im Anschluss erfolgte die Analyse mittels cLSM.
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3. Ergebnisse und Diskussion

In den nachfolgenden Kapiteln soll dargestellt werden, welche nanopartikulären

Systeme für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen getestet wurden. Die potentielle Träger-

systeme sind für die Anwendung im Bereich Drug Delivery vorgesehen. Deshalb ist

neben der Aufnahme die Freisetzung des Cargos ein wesentlicher Punkt. Jedoch

gelten die CD8+ T-Zellen als sehr schwer transfizierbar, deshalb lag der Fokus in

dieser Arbeit hauptsächlich auf der Identifizierung von passenden Trägersystemen.

3.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA zur Aufnahme

in CD8+ T-Zellen

Die (HPMA-s-APMA)-b-GPMA Blockcopolymere stellten aufgrund ihrer chemischen

Eigenschaften (kationische Ladung, 100 nm Durchmesser) ein sehr vielverspre-

chendes Trägersystem für siRNA dar. In den nachfolgenden Kapitel soll gezeigt

werden, dass die Blockcopolymere auch ein effektives Transfektionsagenz für CD8+

T-Zellen sind, die für gewöhnlich wenig aufnehmen. Weiterhin soll der Verbleib der

Blockcopolymere in den CD8+ T-Zellen näher untersucht werden.

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Komplexbildung aus (HPMA-s-APMA)-b-GPMA
Blockcopolymer mit siRNA. Komplexbildung erfolgt über elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen kationischen Blockcopolymeren und anionischen siRNA-Molekülen. Darstellung ist nicht maß-
stabsgetreu.
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3.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA zur Aufnahme in CD8+ T-Zellen

Die Synthese und Entwicklung wurde von Ilja Tabujew (AK Müllen) durchgeführt. In

Kapitel 1.7.1 und ist die Herstellung der Blockcopolymere genau erläutert.

3.1.1. Biokompatibilität der Blockcopolymere

Anhand von unterschiedlichen Krebszelllinien konnte nachgewiesen werden, dass

die Blockcopolymere nicht toxisch sind (nicht veröffentliche Daten von Ilja Tabujew).

Da Krebszelllinien deutlich unempfindlicher als primäre Zellen sind, wurde die Zy-

totoxizität für CD8+ T-Zellen extra überprüft. Dafür wurde nur das Blockcopolymer

mit TPP-Modifizierung verwendet und für 72 Stunden mit CD8+ T-Zellen inkubiert.

Anschließend wurde eine 7-AAD/Annexin-V-Färbung durchgeführt. Die Blockcopo-

lymere wurden unkomplexiert in den Konzentrationen 75, 150, 200, 300, 600 und

800µg/ml eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 15 dargestellt.

Eine 7-AAD/Annexin-V-Färbung ermöglichte die Unterscheidung von lebendigen (An-

nexin V negativ, 7-AAD negativ), frühen apoptotischen (Annexin V positiv), späten

apoptotischen (Annexin V, 7-AAD positiv) und nekrotischen (7-AAD positiv) Zellen.

Somit war eine feinere Unterscheidung der Zytotoxizität möglich. Und im Vergleich

zum klassischen MTS-Assay wurde die tatsächliche toxische Wirkung der Subtanz

auf Zellen untersucht und nicht deren Einfluss auf die metabolische Aktivität der Zel-

len.

In Abbildung 15 ist zu erkennen, dass bei allen Proben eine Viabilität von mindes-

tens 70% vorhanden war. Lediglich runde 20 - 25% der Zellen waren früh apopto-

tisch und runde 3% waren spät apoptotisch. Somit lässt sich im Vergleich zur Ne-

gativkontrolle, unbehandelte Zellen, sagen, dass die Blockcopolymere die Viabilität

von CD8+ T-Zellen nicht beeinflussen hat. Weiterhin konnte von unterschiedlichen

Gruppen gezeigt werden, dass sowohl das Vorläufer-Blockcopolymer als auch die

Bausteine HPMA, APMA und GPMA nicht zytotoxisch waren [32, 139, 140]. So

wurde die Toxizität des HPMA-Copolymers ausführlich in der Veröffentlichung von

Kelsch et al. untersucht. In dieser Studie wurden die HPMA-Copolymere als Sur-

factant für die Nanopartikelherstellung mittels Miniemulsionsverfahren verwendet.

Die Zytotoxizität wurde an HeLa-Zellen getestet. Nach 72 Stunden und bis zu ei-

ner Konzentration von 1200µg/ml Nanopartikel konnte keine signifikante Zytotoxi-
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3. Ergebnisse und Diskussion

zität nachgewiesen werden [140]. Somit konnte gezeigt werden, dass trotz hoher

Konzentrationen und langer Inkubationszeiten die HPMA-Copolymere als Surfac-

tant keinen zytotoxischen Einfluss auf HeLa-Zellen besaßen. Das wiederum war ein

wichtiger Hinweis, dass die HPMA-Copolymere auch für primäre Zellen nicht toxisch

sein könnten, welches durch die, in dieser Arbeit, durchgeführten Experimente be-

stätigt wurde.

Abbildung 15: Die Ermittlung der Zytotoxizität des Blockcopolymers mit TPP Modifizierung wurde
an CD8+ T-Zellen anhand einer 7-AAD/Annexin V Färbung durchgeführt. Dafür wurden Blockcopo-
lymere in einer Konzentration von 75 µg/ml bis 800 µg/ml über einen Zeitraum von 72 Stunden mit
T-Zellen inkubiert. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen und als Positivkontrolle mit 5 %
DMSO behandelte Zellen. Es werden lebendige (7-AAD negative, Annexin V negativ), früh apop-
totische (Annexin V positiv), spät apoptotische (Annexin V positiv, 7-AAD postivi) und nekrotische
Zellen (7-AAD positiv) unterschieden.

3.1.2. Aufnahmestudien der Blockcopolymere in CD8+ T-Zellen

Die TPP Modifizierung soll die Aufnahme der Blockcopolymere in Zellen verbes-

sern. Das konnte schon für HEK293T Zellen gezeigt werden (nicht veröffentlichte

Daten von Ilja Tabujew). Da die CD8+ T-Zellen als sehr schwer transfizierbar gelten,

sollte die Aufnahme der Blockcopolymere mit/ohne TPP Modifizierung auch für die-

se Zellen gezeigt werden.
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3.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA zur Aufnahme in CD8+ T-Zellen

In Abbildung 16 ist die Aufnahme von a) Blockcopolymer-TPP und b) Blockcopo-

lymer ohne TPP Modifizierung in CD8+ T-Zellen dargestellt. Die Fluoreszenzauf-

nahmen wurden nach 3-stündiger Partikelinkubation mittels cLSM aufgenommen.

Es ist zu erkennen, dass die Blockcopolymere mit TPP im Zytosol erkennbar sind,

während die Proben ohne TPP an der Zelloberfläche anhaften. Diese Bilder zeigen,

dass Blockcopolymere mit TPP leichter ins Zellinnere gelangen. Ursprünglich war

die TPP Modifizierung gedacht, um Substanzen ins Mitochondrium zu navigieren

[141, 142]. Diese Beobachtung konnte in dieser Arbeit nicht gemacht werden (siehe

Abbildung 20). Jedoch ist zu erkennen, dass eine höhere Aufnahme durch die Mo-

difizierung vorhanden war und das war in dieser Arbeit das primäre Ziel.

Abbildung 16: Fluoreszenzaufnahmen nach Aufnahme von a) Blockcopolymer-TPP und b) Block-
copolymer ohne TPP in CD8+ T-Zellen. Beide Blockcopolymere sind kovalent mit dem Farbstoff PDI
markiert. Die CD8+ T-Zellen sind im Hellfeld dargestellt und die Blockcopolymere in rot. Die Inkuba-
tionszeit der Blockcolymere mit den Zellen betrug 3 Stunden. a) Polymer-TPP ist deutlich innerhalb
der Zelle erkennbar, während in b) das Polymer ohne TPP an der Zellmembran außerhalb lokalisiert
ist. Maßstabsbalken 5µm.

Um die Aufnahme zu quantifizieren wurden die mittlere Fluoreszenzintensität (engl.

mean fluorescence intensity, MFI) des PDI-Farbstoffes, der zur Markierung kova-

lent an die Blockcopolymere gebunden war, ermittelt. Darüber ließ sich die Interak-

tion zwischen Blockcopolymeren und CD8+ T-Zellen quantifizieren. In Abbildung 16
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3. Ergebnisse und Diskussion

sind die Ergebnisse dargestellt, als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen.

Zu erkennen ist, dass die Blockcopolymere mit TPP eine etwas höhere Aufnahme

zeigten, im Vergleich zu der Probe ohne TPP. Dass der Unterschied relativ gering

war, könnte daran liegen, dass im Durchflusszytometer nicht zwischen Signal in der

Zelle und Signal an der Zelloberfläche unterschieden werden kann. Somit wurden

Blockcopolymere, die sich lediglich an der Zelloberfläche befanden, im Durchfluss-

zytometer auch als positives Signal detektiert. Wie jedoch in Abbildung 16 und 20

zu erkennen ist, befanden sich hauptsächlich die Blockcopolymere ohne TPP an

der Zelloberfläche und weniger im Zytosol.

Abbildung 17: Vergleich der Aufnahme von Blockcopolymer mit/ohne TPP Modifizierung in CD8+

T-Zellen. Messung erfolgte im Durchflusszytometer und ermittelt wurde der MFI des PDI Farbstoffes.
Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Zellen wurden nach 3-stündiger Inkubations-
zeit mit Blockcopolymeren fixiert und im Durchflusszytometer quantifiziert.

3.1.3. Zeitkinetik der Aufnahme von Blockcopolymere in CD8+ T-Zellen

Die Aufnahmegeschwindigkeit von Nanomaterialien in CD8+ T-Zellen ist für jedes

Trägersystem unterschiedlich und wird erheblich durch das Vorhandensein von Pro-

teinen im Zellkulturmedium beeinflusst.

In dem nachfolgenden Versuch, welcher in Abbildung 35 dargestellt ist, wurde das

Aufnahmeverhalten der Blockcopolymere unter dem Einfluss von unterschiedlichem

FBS-Gehalt untersucht. Verglichen wurden a) CD8+ T-Zellen und b) unreife dendri-
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tische Zellen (engl. imature dendritic cells, iDCs). Die Quantifizierung der Blockco-

polymeraufnahme erfolgte im Durchflusszytometer und durch die Berechnung des

MFI. Dargestellt in hellgrau ist die Zeitkinetik der Proben mit 100% FBS im Medium.

Hier zeigte sich die geringste Aufnahme über die Messzeitpunkte. Nach 24 Stunden

lag der MFI für die T-Zellen unter 10, während der MFI für iDCs bei 50 lag. Hier

zeigte sich schon eine 5-fach geringere Aufnahmerate der T-Zellen. Eine mögliche

Erklärung für die geringe Aufnahme beider Zellarten ist der hohe Gehalt an FBS

Proteine im Medium, die durch die Ausbildung einer Proteincorona die Aufnahme

in Zellen verminderte. Der Unterschied zwischen iDCs und T-Zellen ist durch die

unterschiedlichen Aufnahmewege zu erklären, die nachfolgend diskutiert werden.

Für die CD8+ T-Zellen könnte die Größe der Blockcopolymer-Protein-Aggregate der

entscheidende Faktor für die reduzierte Aufnahme sein. Denn durch das starke kat-

ionische Zeta-Potential der Blockcopolymere könnte eine starke Interaktion mit den

Proteinen entstanden sein, die wiederum zu großen Aggregaten führten [32, 143].

Es wurde weiterhin vermutet, dass die T-Zellen eine Größenlimitierung bei der Auf-

nahme besaßen, die für die direkte Translokation über die Zellmembran bei 100 nm

lag [19, 144]. Somit war sehr wahrscheinlich, dass bei 100% FBS im Medium es zu

größeren Aggregate als 100 nm kam und dadurch die Aufnahme in CD8+ T-Zellen

nicht mehr möglich war.

Wenn jedoch im Vergleich die Ergebnisse der iDCs betrachtet werden, dann ist hier

erkennbar, dass 100% FBS im Medium auch hier zu einer reduzierten Aufnahme

führte. Da es sich bei dendritische Zellen jedoch um Fresszellen handelte, die Ag-

gregate bis zu einer Größe von 5µm aufnehmen können, war die Größe hier ver-

mutlich nicht für die reduzierte Aufnahme verantwortlich [145]. Jedoch wurde schon

in anderen Veröffentlichungen der Effekt der reduzierten Aufnahme bei hohem Ge-

halt an Proteinen im Medium bei dendritischen Zellen beschrieben [146, 147]. So

war hier vor allem die Zusammensetzung der Proteincorona entscheidend, die wie-

derum eine Aufnahme in dendrtische Zellen erhöhte oder reduzierte [146].

In mittelgrau dargestellt, die Proben mit 10% FBS im Medium, das entsprach dem

normalen FBS-Gehalt des Zellkulturmediums. Es zeigte sich eine höhere Aufnahme

im Vergleich zu den Proben mit 100% FBS. Sowohl für die T-Zellen als auch für die

iDCs war nach 3 und bis 18 Stunden ein deutlicher Anstieg des MFIs zu erkennen.

Jedoch war der MFI der iDC Proben, um ein 3-faches höher als bei den T-Zellen.
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In dunkelgrau dargestellt sind die Proben mit 2% FBS. Es war die höchste Aufnah-

me für beide Zellarten zu erkennen. Während bei den T-Zellen durchgehend ein

höherer MFI zeigte, wurde der Unterschied bei den iDCs erst nach 6 Stunden deut-

lich. Nach 24 Stunden war der MFI der T-Zellen um ein 2,5-faches niedriger als bei

den iDCs.

Im Vergleich zwischen T-Zellen und iDCs ließ sich für alle Proben erkennen, dass

der MFI der iDC Proben deutlich höher war als bei den T-Zellen. Das lag darin

begründet, dass iDCs als Fresszellen gelten und eine sehr hohe Phagozytoserate

haben und dadurch mehr aufnehmen als CD8+ T-Zellen [148, 149].

Die Ergebnisse zeigten, dass der MFI höher war, wenn der Proteingehalt im Medium

abnahm. Diese Tendenz konnte auch bei den Nanohydrogelen beobachtet werden

(siehe Abschnitt 3.2.3).

Weiterhin konnte anhand der Zeitkinetik der optimale Inkubationszeitpunkt ermittelt

werden und dieser lag bei 18 Stunden für die CD8+ T-Zellen.

Der Einfluss der Proteine auf die Aufnahme wird in Abschnitt 3.2.3 ausführlich dis-

kutiert.

Abbildung 18: Quantifizierung der Blockcopolymeraufnahme im Durchflusszytometer mittels MFI.
Gemessen wurde die Aufnahme von siRNA-Blockcopolymer-Komplexe in a) CD8+ T-Zellen und b)
iDCs bei unterschiedlichem FBS-Gehalt im Zellkulturmedium. An den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h,
18 h und 24 h wurden die Proben fixiert und im Durchflusszytometer analysiert.
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3.1.4. Konzentrationskinetik der Aufnahme von Blockcopolymere in CD8+

T-Zellen

Eine Aufnahmestudie mit unterschiedlichen Blockcopolymer-Konzentrationen wur-

de angefertigt, um die geringsten Konzentration zu ermitteln, bei denen eine Aufnah-

me statt fand. Hierfür wurde das Blockcopolymer-TPP mit siRNA komplexiert und in

den Konzentrationen 12,5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 und 300µg/ml für 24 Stunden

mit CD8+ T-Zellen inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 19 dargestellt. In a)

ist die Quantifizierung der Blockcopolymer-TPP-siRNA-Komplexe im Durchflusszy-

tometer, durch die Berechnung des MFI des PDI-Farbstoffes, welcher kovalent an

die Blockcopolymere gebunden war, dargestellt. Zu erkennen ist eine gleichmäßige

Zunahme des MFIs mit steigender Partikelkonzentration. Eine deutliche Erhöhung

war zwischen 200 und 300µg/ml zu erkennen. In b) sind Fluoreszenzaufnahmen mit

den Konzentrationen 12,5, 50, 150 und 300µg/ml Blockcopolymer-siRNA-Komplexe

dargestellt. Die Zellmembran war mittels CellMask green Membranfarbstoff mar-

kiert. Ab 50µg/ml Komplexen war eine Aufnahme in die CD8+ T-Zellen zu erkennen

und mit steigender Konzentration nahm das Signal innerhalb der Zelle zu. Somit

wurde gezeigt, dass sich die Polymere innerhalb der Zelle und nicht an der Zell-

membran befanden.

In Studien konnte gezeigt werden, dass magnetische Nanopartikel innerhalb von 5

Minuten von T-Lymphozyten und Jurkat Zellen aufgenommen wurden und eine Er-

höhung der Konzentration zu keiner Steigerung der Aufnahme führte [150]. Das wi-

derspricht den Ergebnissen aus dem oben beschriebenen Versuch. Vermutlich liegt

der Unterschied darin begründet, dass unterschiedliche Materialien verwendet wur-

den und die Blockcopolymere eine deutlich längere Inkubationszeit als 5 Minuten

benötigten, um von den T-Zellen aufgenommen zu werden. Wie groß der Einfluss

unterschiedlicher Materialien für die Aufnahme in Zellen ist, wurde in dieser Arbeit

gezeigt und ausführlich in Abschnitt 3.3 diskutiert. Steinfeld et al. vermutet hinter

der guten Aufnahme der magnetischen Nanopartikel endozytotische Mechanismen,

da die Elektroporation keinen positiven Einfluss gegenüber der direkten Inkubation

mit Nanopartikeln zeigte. Jedoch liefert die Studie keinen Nachweis für eine Endo-

zytose der magnetischen Nanopartikeln [150]. Im Vergleich dazu konnte in dieser

Arbeit gezeigt werden, dass Blockcopolymere und Nanohydrogele nicht über endo-
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zytotische Aufnahmemechanismen aufgenommen werden (siehe Abschnitt 3.1.5).

Dies könnte in der Beschaffenheit der Nanomaterialien begründet sein, die in dieser

Arbeit verwendeten Nanomaterialien waren in ihrer Struktur und Funktion den zell-

penetrierenden Peptiden (engl. cell penetrating peptides, CPPs) sehr ähnlich und

diese durchwandern ohne aktiven Mechanismus die Zellmembran [19, 52].

Abbildung 19: Der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen von Blockcopolymere auf die Auf-
nahme in CD8+ T-Zellen. a) Die Aufnahme wurde quantifiziert mittels Durchflusszyotmetrie durch
Berechnung des MFI des PDI-Farbstoffes. Die Inkubationszeit der Blockcopolymere mit Zellen be-
trug 18 Stunden. Zu erkennen ist eine kontinuierliche Zunahme des MFI mit steigender Konzentrati-
on an Blockcopolymeren. Es ist keine Sättiungsgrenze zu erkennen. b) Verifizierung der Aufnahme
mittels cLSM Fluoreszenzaufnahmen. Nach 18-stündiger Inkubation der Blockcopolymere-siRNA-
Komplexe (rot) wurde die Zellmembran mittels CellMask green gefärbt. Zu erkennen ist, dass sich
die Polymere in der Zelle befinden und nicht außerhalb an der Zellmembran. Weiterhin ist deutlich
sichtbar, mit zunehmender Blockcopolymer-Konzentration lassen sich auch mehr Blockcopolymere
in der Zelle nachweisen. Maßstabsbalken 5µm.

56



3.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA zur Aufnahme in CD8+ T-Zellen

Ferner konnte Iida et al. mittels magnetischen Nanopartikeln nachweisen, dass die

Größe der Partikel einen signifikanten Einfluss auf die Aufnahme in T-Zellen hat-

te [144]. Weiterhin wurde beschrieben, dass die magnetischen Partikel zur Aggre-

gatbildung im Medium neigten [144]. Dieser Effekt ist gut bekannt und wird oft im

Zusammenhang mit der Ausbildung einer Proteincorona gebracht [143]. Welchen

Einfluss Proteine auf die Aufnahme, von den in dieser Arbeit verwendeten Nanopar-

tikeln, haben wurde in Abschnitt 3.1.3 und 3.2.3 diskutiert.

3.1.5. Intrazellulärer Verbleib der Blockcopolymere in CD8+ T-Zellen

Bisher wurde die Aufnahme der Blockcopolymere in CD8+ T-Zellen untersucht. Je-

doch konnte nicht gezeigt werden, wo sich die Blockcopolymere intrazellulär be-

fanden. Um dies aufzuklären, wurden unterschiedliche Kolokalisationsexperimente

mittels cLSM durchgeführt. Gleichzeitig konnten Erkenntnisse zu möglichen Auf-

nahmewege gesammelt werden. In Kapitel 1.2 sind die möglichen Aufnahmewege

erklärt und dargestellt.

Kolokalisation mit Mitochondrien

Wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, sollte die TPP Modifizierung zum einen die Auf-

nahme erhöhen, zum anderen Partikel ins Mitochondrium navigieren [120]. Die Idee

Mitochondrien als Zielort für einen Wirkstoff zu nutzen ist von wachsendem Interes-

se in aktuellen Zellstudien [151, 152]. Besonders für kationische Nanomaterialien,

die über elektrostatische Wechselwirkungen siRNA komplexieren können, scheint

das Mitochondrium ein geeignetes Ziel zu sein. Denn durch den niedrigen pH-Wert

innerhalb der Mitochondrien kann ein Anionenaustausch stattfinden und so theore-

tisch die siRNA freisetzen [124, 32].

Um den Verbleib der Blockcopolymere im Mitochondrium zu untersuchen wurde

ein Kolokalisationsexperiment durchgeführt. Dabei wurden die Mitochondrien mittels

Mitochondrien-Farbstoff, MitoTracker green, angefärbt und gleichzeitig mit Blockco-

polymeren inkubiert. In Abbildung 20 sind CD8+ T-Zellen mit MitoTracker green und

a) Blockcopolymere-TPP und b) Blockcopolymere ohne TPP dargestellt. Bei einer

vorhandenen Kolokalisation würde sich das rote und grüne Signal überlagern. Bei

beiden Proben war das nicht der Fall. Somit konnte eine Kolokalisation ausgeschlos-
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sen werden. Das bedeutet, die Blockcopolymere waren intrazellulär nicht im Mito-

chondrium lokalisiert.

Im Vergleich der beiden Bilder lässt sich jedoch erkennen, dass das Blockcopolymer-

TPP besser in CD8+ T-Zellen aufgenommen wurden und dass das Blockcopolymer

ohne TPP tendenziell an der Zellmembran lokalisiert waren. Somit unterstützt die-

ses Experiment die Erkenntnisse aus Abschnitt 3.1.2. Zusammenfassend lässt sich

sagen, die TPP-Modifizierung erhöhte scheinbar nur die Aufnahme in CD8+ T-Zellen

und navigierte die Blockcopolymere nicht in das Mitochondrium.

Abbildung 20: CLSM Aufnahmen während der Aufnahme von a) Polymer-TPP und b) Polymer ohne
TPP in CD8+ T-Zellen. Die Mitochondrien sind mit MitroTracker green angefärbt, der unspezifisch
die Nucleusmembran anfärbt. Beide Polymere sind mit dem Farbstoff PDI kovalent gekoppelt. Die
Zugabe von Polymer und MitoTracker Farbstoff erfolgte unmittelbar vor der Analyse im cLSM. Die
Aufnahmen wurden ca. 30 Minuten nach Beginn des Live cell imaging angefertigt. a) Polymer-TPP
ist deutlich innerhalb der Zelle erkennbar, während in b) das Polymer ohne TPP an der Zellmembran
außerhalb lokalisiert ist. Maßstabsbalken 5µm.

Aufnahme mittels Makropinozytose

Die Makropinozytose ist eine Form der Endozytose und ermöglicht die Aufnahme

von großen Volumia an Flüssigkeit oder extrazellulären Komponenten, wie Nanopar-

tikel [44, 41]. Im Kontrast zu der Phagozytose ist die Makropinozytose nicht direkt

initiiert durch Interaktionen mit Rezeptoren oder Liganden [153]. Die dabei entstan-

denen Vesikel werden als Makropinosom bezeichnet und zählen auch zu den intra-

zellulären endozytotischen Vesikel. Wie alle endozytotischen Vesikel können auch

die Makropinosomen nach einer gewissen Zeit mit Lysosomen verschmelzen [42].

58



3.1. Blockcopolymere (HPMA-s-APMA)-b-GPMA zur Aufnahme in CD8+ T-Zellen

Weiterhin wurde die Makropinozytose als möglicher Aufnahmeweg für kationische

CPPs diskutiert [45].

Um nachzuweisen, ob Nanopartikel über die Makropinozytose in Zellen aufgenom-

men wurden, wurde ein Kolokalisationsexperiment mit markiertem Dextran durch-

geführt. Dextran gehört neben der Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxi-

dase, HRP) zu den Flüssigphasenmarkern, die vor allem in Makropinosomen nach

der Aufnahme vorzufinden sind.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse dargestellt. Dextran-FITC und Blockcopolyme-

re mit/ohne TPP wurden ins Zellmedium pipettiert und anschließend direkt im cLSM

analysiert. In a) ist die Negativkontrolle, in b) das Blockcopolymer-TPP und in c) das

Blockcopolymer ohne TPP dargestellt. Makropinosomen sind als kleine grüne Punk-

te in den Zellen zu erkennen. Werden die Blockcopolymere über die Makropinozyto-

se aufgenommen, würde eine Kolokalisation mit dem Dextran-Signal vorliegen. Für

beide Blockcopolymere war das nicht der Fall. Somit kann eine Aufnahme über die

Makropinozytose für die Blockcopolymere ausgeschlossen werden.

Da die Blockcopolymere in ihren chemischen Eigenschaften den CPPs ähnlich wa-

ren, wäre eine Aufnahme über Makropinozytose eine realistische Möglichkeit. Be-

schrieben wurde das vor allem für CPPs, die Proteinsequenzen des HI-Viruses be-

sitzen [45]. Das war für die in dieser Arbeit verwendeten Blockcopolymere nicht der

Fall und auch die Ergebnisse zeigten, dass eine Aufnahme via Makropinozytose

nicht der Fall war. Weiterhin werden in der Literatur vor allem Antigen-präsentierende

Zellen (engl. antigen presenting cells, APCs) im Zusammenhang mit Makropino-

zytose und T-Zellen beschrieben, da es sich bei APCs um Fresszellen handelt,

die eine hohe Aufnahmerate haben und Antigene an ihrer Oberfläche präsentieren

[154, 155, 156]. Diese Antigenpräsentation ist notwendig, um T-Zellen zu aktivie-

ren und um schließlich eine immunologische Synapse zwischen APCs und T-Zellen

auszubilden [155]. Somit war es nicht überraschend, dass die CD8+ T-Zellen keine

Aufnahme über Makropinozytose aufwiesen, da diese Zellen eine sehr geringe Ma-

kropinozytoserate besiten. Dies ist auch deutlich in Abbildung 21, an den wenigen

grünen Punkten innerhalb der Zellen, zu erkennen.
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Abbildung 21: CLSM Aufnahmen während der Aufnahme von a) Dextran-FITC, b) Polymer-TPP
mit Dextran-FITC und c) Polymer mit Dextran-FITC in CD8+ T-Zellen. Die Polymere wurden zuvor
mit 5µm siRNA komplexiert (Verhältnis 100 : 1). Die T-Zellen sind als dunkle Schatten zu erkennen,
da das Dextran-FITC ins Medium gegeben wurde. Die Aufnahmen wurden als Live-Cell-Imaging
aufgenommen. a) der grüne Punkt in der Zelle ist ein mit Dextran-FITC gefülltes Vesikel, welches
durch Makropinozytose aufgenommen wurde. b) keine Kolokalisation zwischen Dextran-FITC und
Polymer-TPP PDI zu erkennen. c) keine Kolokalisation mit Dextran-FIIC und Polymer PDI vorhanden.
b) und c) in beiden Fällen ist somit eine Polymeraufnahme via Makropinozytose unwahrscheinlich.
Maßstabsbalken 5µm.

Aufnahme mittels Clathrin-abhängiger Endozytose

Zellen nutzen die Endozytose für die Aufnahme von extrazellulären Nährstoffen,

Makromolekülen und Oberflächenrezeptoren oder -liganden. Weiterhin ist die En-

dozytose auch der Eintrittsweg von Pathogenen und Nanopartikeln, um ins Zellin-

nere zu gelangen. Es gibt viele unterschiedliche Endozytosewege und die Clathrin-

abhängige Endozytose zählt zu den am besten erforschten Aufnahmewegen [35].

Die Clathrin-abhängige Endozytose erfordert die gleichzeitige Internalisierung von

Rezeptoren, wie Transferrin-Rezeptor, Rezeptor-Tyrosinkinase oder G-Protein ge-

koppelte Rezeptoren [35, 157].

Um nachzuweisen, ob die Aufnahme von Blockcopolymeren in CD8+ T-Zellen über

die Clathrin-abhängige Endozytose statt findet, eignet sich ein Kolokalisationsex-

periment mit markiertem Transferrin. Denn, wie oben beschrieben erfolgt bei der

Clathrin-abhängigen Endozytose eine Internalisierung des Transferrinrezeptors.
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Abbildung 22: CLSM Aufnahmen während der Aufnahme von a) Transferrin-FITC, b) Polymer-TPP
PDI mit Transferrin-FITC und c) Polymer PDI mit Transferrin-FITC in CD8+ T-Zellen. Die Polymere
wurden zuvor mit 5µm siRNA komplexiert (Verhältnis 100 : 1). Die T-Zellen sind als dunkle Schat-
ten zu erkennen, da das Transferrin-FITC ins Medium gegeben wurde. Die Aufnahmen wurden als
Live-Cell-Imaging aufgenommen. a) der grüne Punkt in der Zelle ist ein mit Transferrin-FITC gefülltes
Vesikel, welches durch Clathrin-abhängiger Endozytose aufgenommen wurde. b) und c) keine Kolo-
kalisation zwischen Transferrin-FITC mit Polymer-TPP PDI und Transferrin-FITC mit Polymer PDI zu
erkennen. In beiden Fällen ist somit eine Polymeraufnahme via Makropinozytose unwahrscheinlich.
Maßstabsbalken 5µm.

In Abbildung 22 sind die Ergebnisse der Kolokalisationsstudie mittels cLSM darge-

stellt. Transferrin-FITC und Blockcopolymere mit/ohne TPP wurden ins Zellmedium

pipettiert und anschließend direkt im cLSM analysiert. In a) ist die Negativkontrolle,

in b) das Blockcopolymer-TPP und in c) das Blockcopolymer ohne TPP dargestellt.

Die endozytotischen Vesikel sind als kleine grüne Punkte innerhalb der Zelle zu

erkennen. Eine Überlagerung der Signale würde bei einer gleichzeitigen Aufnah-

me von Transferrin-FITC und Blockcopolymere vorliegen und würde somit für eine

Clathrin-abhängigen Aufnahme sprechen. In Abbildung 22 b) und c) war jedoch kei-

ne Signalüberlagerung zu erkennen. Somit konnte eine Aufnahme der Blockcopo-

lymere über eine Clathrin-abhängige Endozytose ausgeschlossen werden. Anhand

den Aufnahmen war zu erkennen, dass wenige endozytotischen Vesikel innerhalb

der Zellen vorhanden waren. Das ließ rückschließen, dass die CD8+ T-Zellen eine

geringe Clathrin-abhängige Endozytoserate besaßen. Dies wurde durch die Litera-

tur bestätigt, die vor allem von Clathrin-unabhängiger Endozytose in Zusammen-

hang mit Interleukin-Rezeptor-Internalisierung handelt [158, 159, 46].

61



3. Ergebnisse und Diskussion

Kolokalisation mit frühen Rab5 positiven Endosomen

Die frühen Endosomen sind heterogene Vesikel, die im frühen Stadium des intra-

zellulären Transportes entstehen [63]. Im Nachfolgenden transformieren die Vesikel

in unterschiedliche intrazelluläre Vesikel, wie späte Endosomen oder Lysosomen

[160]. Die klassischen frühen Endosomen können über die Marker EEA1 oder Rab5

identifiziert werden [161, 162]. Da frühe Endosomen aufgrund vieler unterschied-

licher Aufnahmewege entstehen können, eignen sie sich für die Überprüfung, ob

Nanopartikel über endozytotische Aufnahmewege aufgenommen werden.

Eine Antikörperfärbung gegen das Protein Rab5 wurde durchgeführt, um zu über-

prüfen, ob sich die Blockcopolymere nach der Aufnahme in frühen Endosomen be-

finden. Da sich die frühen Endosomen direkt nach der Aufnahme ausbilden, wurde

die Inkubationszeit der Blockcopolymere auf 3 Stunden reduziert.

In Abbildung 23 sind die Ergebnisse abgebildet. In der ersten Zeile (a bis c) ist die

Anti-Rab5-Färbung mit dem Blockcopolymer-TPP dargestellt. Die zweite Zeile (d bis

f) stellt die Anti-Rab5-Färbung mit dem Blockcopolymer ohne TPP dar. In den Abbil-

dungen g) ist die Negativkontrolle der Rab5-Färbung und in h) die Sekundärantikör-

per Kontrolle dargestellt. Bei beiden Blockcopolymeren war keine Kolokalisation mit

Rab5 zu erkennen. Das ließ die Vermutung zu, dass die Blockcopolymere nicht über

endozytotische Aufnahmeweg aufgenommen wurden. Dieses Ergebnis unterstützte

die Erkenntnisse, die bei den Experimenten mit Transferrin und Dextran gemacht

wurden.
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Abbildung 23: CLSM Aufnahmen während der Aufnahme von a) bis c) Polymer-TPP und d) bis f)
Polymer ohne TPP in CD8+ T-Zellen. Die frühen Endosomen wurden mittels Anti-Rab5 Antikörper
und Anti-mouse AlexaFluor 488 Sekundärantikörper marikert. Beide Polymere sind mit dem Farbstoff
PDI kovalent gekoppelt. Die Inkubation von Polymer vor der Antikörperfärbung betrug 3 Stunden. Bei
beiden Proben war keine Kolokalisation mit den frühen Endosomen erkennbar. g) als Negativkontrolle
wurden Zellen ohne Polymer verwendet. h) Sekundärantikörper Kontrolle. Maßstabsbalken 5µm.
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Offen bleibt somit die Frage, wie die Blockcopolymere in CD8+ T-Zellen aufge-

nommen werden. Eine weit diskutierte und immer mehr an Interesse gewinnende

Möglichkeit stellt direkte Translokation über die Zellmembran dar [19]. Die direkte

Translokation wird oft im Zusammenhang mit zellpenetrierende Peptiden (engl. cell

penetrating peptides, CPPs) beschrieben [163]. Dabei handelt es sich um Pepti-

de, die aufgrund ihrer Eigenschaften die Zellmembran durchwandern können oh-

ne dafür spezifische Rezeptoren oder Proteine zu verwenden. Dabei können die

CPPs bioaktive Moleküle, wie Proteine, Peptide oder Oligonukleotide in die Zelle

transportieren und eignen sich sehr gut als Drug Delivery System [52]. Anhand von

biophysikalischen Studien wurden drei möglichen Mechanismen beschrieben, die

bei der direkten Translokation möglich sind. So gibt es neben den elektrostatischen

Wechselwirkungen, die unspezifischen Endozytose oder die Ausbildung von inver-

sen Micellen, die zur Translokation der CPPs führen [53, 164, 165]. In Abbildung 24

sind die drei Wege schematisch dargestellt.

Abbildung 24: Schematische Darstellung der direkten Translokation über a) elektrostatische Wech-
selwirkungen der CPPs mit den Phospholipiden der Zellmembran, b) unspezifische Endozytose und
c) inversen Micellen, die sich in der Zellmembran ausbilden und das CPP umgeben. Modifiziert nach
[53].

Da für die Blockcopolymere keine Hinweise für einen endozytotischen Aufnahme-

mechanismus gefunden wurden, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die Blockco-

polymere ähnlich wie die CPPs in Zellen aufgenommen wurden. Besonders nahe-
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liegend scheinen die elektrostatischen Wechselwirkungen und inversen Micellen zu

sein. Blockcopolymere besaßen eine kationische Ladung, die u. a. für die Komple-

xierung von siRNA verantwortlich war. Deshalb könnte diese kationische Ladung,

über elektrostatische Wechselwirkungen, auch die Translokation über die Zellmem-

bran ermöglicht haben. Dass die elektrostatische Wechselwirkung für eine passive

Zellaufnahme ausreichend ist und dabei die Zellmembran nicht irreversibel geschä-

digt wird, konnte schon gezeigt werden [50]. Die inversen Micellen könnten als Auf-

nahmeweg nicht ausgeschlossen werden, jedoch müsste in weiteren Studien unter-

sucht werden, ob die Blockcopolymere aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften

geeignet sind, um mit der Zellmembran inverse Micellen zu bilden. Die unspezi-

fische Endozytose konnte als möglicher Aufnahmeweg nicht mit absoluter Wahr-

scheinlichkeit ausgeschlossen werden. Jedoch sprechen die bisherigen Ergebnisse

gegen eine endozytotische Aufnahme. Zusammenfassend ist in Abbildung 25 der

wahrscheinlichste Aufnahmeweg, über elektrostatische Wechselwirkungen, darge-

stellt.

Abbildung 25: Schematische Darstellung der direkten Translokation der Blockcopolymere über die
Zellmembran. Blockcopolymere sind als Komplexe mit siRNA dargestellt. Die Zellmembran ist mit
Proteinen und Rezeptoren dargestellt. Die leicht kationischen Blockcopolymere treten in Interaktion
mit den anionsichen Phospholipiden der Zellmembran und durchwandern die Zellmembran ohne
endozytotischen Mechanismen. Die Abbildung ist nicht maßstabsgetreu.
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Kolokalisation mit Lysosomen

Die Lysosomen sind die terminalen Vesikeln bei endozytotischen Aufnahmewegen

und für den Abbau von Substanzen und zellulären Bestandteilen verantwortlich.

Ermöglicht wird das durch den niedrigen pH-Wert und eine Vielzahl an Hydrola-

sen [166]. Bekannterweise lassen sich nach 24 Stunden die meisten Nanopartikel

im Lysosomen nachweisen. Um zu zeigen, dass sich die Blockcopolymere nach

24-stündiger Inkubation im Lysosomen befinden, wurde ein Kolokalisationsexperi-

ment durchgeführt. Dabei wurden die Lysosomen mit dem Farbstoff LysoTracker

green markiert und nach der Inkubation mit Blockcopolymeren im cLSM analysiert.

In Abbildung 26 sind die Ergebnisse abgebildet. In a) bis c) ist die Negativkon-

trolle und in d) bis i) Blockcopolymere-TPP. Da längerfristig nur das Interesse an

dem Blockcopolymer-TPP bestand, weil diese besser in CD8+ T-Zellen aufgenom-

men wurden, wurde der Versuch nicht für das Blockcopolymer ohne Modifizierung

durchgeführt. In den Bildern d) und g) ist eine deutliche Kolokalisation zwischen dem

Blockcopolymer und den Lysosomen zu erkennen. Somit konnte gezeigt werden,

dass sich die Blockcopolymere nach 24 Stunden Inkubation im Lysosomen befan-

den. Dieses Ergebnis könnte ein Hinweis sein, dass ein Teil der Blockcopolymere

über eine unspezifische Endozytose aufgenommen wurden. Denn erwartungsge-

mäß lassen sich endozytotisch aufgenommene Substanzen nach gewisser Zeit im

Lysosomen nachweisen. Weiterhin ist bekannt, dass andere intrazelluläre Vesikel

mit Lysosomen verschmelzen können [66]. Das wiederum könnte für eine Aufnahme

über inverse Micellen sprechen, da diese intrazellulär mit Lysosomen verschmelzen

könnten. So würden die Blockcopolymere in einer Art Vesikel intrazellulär vorliegen,

welches jedoch nicht zur Familie der endozytotischen Vesikel gehört, aber trotzdem

früher oder später mit Lysosomen verschmelzen kann.
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Abbildung 26: CLSM Kolokalisationsaufnahmen der Polymere mit/ohne TPP und der Lysosomen in
CD8+ T-Zellen. Inkubationszeit der Polymere mit T-Zellen betrug 24 Stunden, anschließend wurden
die Lysosomen mittels LysoTracker Farbstoff angefärbt. a) bis c) Negativkontrolle ohne Polymerzuga-
be. d) bis f) Polymer-TPP mit PDI Probe. Kolokalisation mit Lysosomen erkennbar. g) bis i) Polymer
mit PDI Probe. Ebenfalls Kolokalisation mit Lysosomen vorhanden. LysoTracker färbt unspezifisch
Nukleusmembran der T-Zellen an. Aufnahmen als Live cell-imaging aufgenommen. Maßstabsbalken
5µm.
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3.1.6. Kolokalisationsstudien zur Aufnahme von

siRNA-Blockcopolymer-Komplexe in CD8+ T-Zellen

Wie in Abschnitt 3.1 beschrieben, eignen sich die Blockcopolymere als Trägersys-

tem für siRNA. Die Fähigkeit siRNA zu komplexieren und das optimale Verhältnis

zwischen siRNA und Blockcopolymer wurde mittels EMSA ermittelt. Somit wurde

von chemischer Seite her nachgewiesen, dass die Blockcopolymere und die siRNA

als Komplexe vorlagen [32]. Jedoch unterlagen die Komplexe unterschiedlichen Ein-

flüssen (Proteine, pH-Wert, Salze) in den biologischen Systemen. Deshalb sollte mit

einem Kolokalisationsexperiment gezeigt werden, dass die siRNA-Blockcopolymer-

Komplexe auch in biologischen Systemen vorhanden waren.

Denn für spätere Knockdown-Experimente ist der zuverlässige Transfer von intak-

ter siRNA in die Zellen essentiell. Für dieses Experiment wurde mit PDI markiertes

Block-co-polymer-TPP und Atto488 gelabelte siRNA verwendet. Für dieses Experi-

ment wurden z-Stacks angefertigt. Damit konnten Aufnahmen der Zellen in z-Ebene

angefertigt werden und das wiederum konnte für eine 3D-Darstellung genutzt wer-

den. Weiterhin waren z-Stacks ein sehr gutes Werkzeug, um Nanopartikel innerhalb

der Zelle nachzuweisen. In Abbildung 27 ist das Prinzip der z-Stack-Anfertigung

dargestellt. Hierbei sind die einzelnen z-Ebenen in schwarz, blau, grün, orange und

rot dargestellt. Neben der 3D-Darstellung ist auch die 2D-Darstellung gezeigt.

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Prinzips des z-Stacks. Die Anfertigung von Aufnah-
men unterschiedlicher z-Ebenen ermöglicht die 3D Rekonstruktion einer Zelle. Die unterschiedlichen
Ebenen sind in schwarz, blau, grün, gelb und rot dargestellt. Das Objekt durch welches die z-Stacks
angefertigt wurden ist in grau dargestellt.
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In Abbildung 28 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Zellen sind im Hellfeld, das

Blockcopolymer in rot und die siRNA in grün abgebildet. Besteht eine Kolokalisation

zwischen Blockcopolymer und siRNA entsteht ein gelbes Signal. Insgesamt wurden

26 z-Ebenen aufgenommen, von denen die Ebenen 8, 11, 13, 16, 19 und 24 darge-

stellt sind. Die Ebenen 8 und 24 zeigen obere und untere Zelloberfläche der Zellen,

während die Ebenen dazwischen das Innere der Zelle mit Zellkern, Organellen und

Zytoplasma zeigen.

Abbildung 28: CLSM Aufnahmen der Zellaufnahme von Polymer-TPP-siRNA-Komplexen in CD8+

T-Zellen. Die Aufnahmen wurde als Serie aus 26 Einzelbilder durch z-Ebene angefertigt. Dargestellt
sind die Ebenen 8, 11, 13, 16, 19, und 24. Die Ebenen 8 und 24 repräsentieren die untere und obere
Zelloberfläche. Die Ebenen 11, 13, 16 und 19 das Zellinnere. Bei den Ebenen 11, 13, 16 und 19
ist zu erkennen, dass sich die Polymer-siRNA-Komplexe innerhalb der Zellen, im Zytosol befinden.
Die Kolokalisation (in gelb dargestellt) von Polymer und siRNA zeigt, dass die siRNA tatsächlich
durch das Polymer komplexiert und in die Zellen transportiert wurde. Das rote Signal deutet darauf
hin, dass das Polymer auch ohne siRNA Komplexe gebildet hat. Das gelbe Signal deutet auf eine
Akumulation von siRNA an der äußeren Zellmembran hin. In den Ebenen 8 und 24 ist zu erkennen,
dass sich auch auf der äußeren Zellemembran Komplexe befinden. Maßstabsbalken 5µm.
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In allen z-Ebenen war ein Kolokalisationssignal zu erkennen, das bedeutet, dass

die siRNA und Blockcopolymere als Komplexe in die Zellen aufgenommen wurden.

Weiterhin ist zu erkennen, dass Blockcopolymere teilweise ohne siRNA Komplexe

bildeten (rotes Signal). Diese Eigenschaft Aggregate zu bilden ist bekannt und bei

vielen Nanomaterialien vorzufinden. Interessant und wichtig für spätere Knockdown

Experiment war, dass innerhalb der Zelle Signal von siRNA und Blockcopolymer

detektiert wurde.

Die Herausforderung bestand darin, das Signal der siRNA zu detektieren, da das

Blockcopolymer die Eigenschaft hatte andere Fluoreszenzen zu quenschen (nicht

publizierte Daten von Ilja Tabujew). Weiterhin kamen pro siRNA viele Moleküle an

gelabeltem Blockcopolymer, somit war das Signal der Blockcopolymere um ein Viel-

faches höher.

3.2. Kationische Nanohydrogele zur Komplexierung von siRNA

Basierend auf den Erkenntnissen aus den Experimenten mit den Blockcopolyme-

ren sollten weitere Nanomaterialien für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen untersucht

werden. Die Nanohydrogele, die zu allererst von Lutz Nuhn et al. beschrieben wur-

den, wiesen gewisse Charakteristika (Größe, kationische Ladung, Fähigkeit siRNA

zu komplexieren) auf, die sie für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen interessant mach-

ten [31]. Bei den eingesetzten kationischen Nanohydrogele handelte es sich um

amphiphile Reaktivester-Blockcopolymere, die zur Selbstorganisation (engl. self-

assembly) neigten. Die Idee, Nanohydrogele als Trägersystem für siRNA in die

Zelle zu verwenden wurde von Lutz Nuhn et al. beschrieben; der mögliche Mecha-

nismus ist in Abbildung 29 dargestellt. Es wird vermutet, dass die Nanohydrogele

nach dem Eintritt in die Zelle durch das saure Milieu leicht quellen und dadurch ein

Anionenaustausch stattfinden kann, welcher wiederum zur Freisetzung der siRNA

führt [124].

Die Synthese des Blockcopolymers wurde von Nadine Leber (AG Zentel) durchge-

führt. Die Herstellung und Synthese der kationischen Nanohydrogele wird in 1.7.2

erläutert. Nachfolgend werden die Ergebnisse mit den Nanohydrogelen beschrieben

und diskutiert.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der möglichen Freisetzung von siRNA aus den Nanohy-
drogelen. Vermutet wird, dass durch Absenken des pH-Werts ein Austausch mit anderen Polyanio-
nen statt findet und somit die siRNA frei gesetzt wird. Abbildung ist nicht maßstabsgetreu.

3.2.1. Biokompatibilität der Nanohydrogele

Die Biokompatibilität der Nanohydrogele wurde in früheren Studien an Krebszelllini-

en untersucht [68, 140].

Jedoch ist bekannt, dass jede Zellart unterschiedlich empfindlich ist und ein beson-

ders großer Unterschied ist zwischen primären Zellen und Zelllinien, die aus Krebs-

zellen generiert wurden, zu erwarten. Deshalb sollte in dieser Arbeit gezeigt werden,

dass die Nanohydrogele auch bei primären humanen CD8+ T-Zellen die metaboli-

sche Aktivität nicht beeinflusste. Dafür wurde ein MTS-Assay mit unterschiedlichen

Nanohydrogelkonzentrationen durchgeführt. Die Nanohydrogele wurden unkomple-

xiert eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 dargestellt.

Als Negativkontrolle dienten unbehandelte CD8+ T-Zellen, als Positivkontrolle dien-

ten T-Zellen, die mit 5% DMSO versetzt wurden. Es konnte gezeigt werden, dass bis

zu 300µg/ml Nanohydrogel keinen signifikanten Einfluss auf die metabolische Ak-

tivität der CD8+ T-Zellen besitzten. Für alle Konzentrationen war eine metabolische

Aktivität von über 80% zu erkennen. Anhand der metabolischen Aktivität können

Rückschlüsse auf die Viabilität der Zellen geschlossen werden, da ein toxisches

Material die Zellen absterben lässt und somit auch die metabolische Aktivität ver-

mindert. Das ist anhand der Positivkontrolle zu erkennen, hier wurden die Zellen

vorsätzlich mit der zytotoxischen DMSO-Lösung versetzt, um eine verminderte me-

tabolische Aktivität zu erhalten.
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Abbildung 30: Die Ermittlung der metabolischen Aktivität von CD8+ T-Zellen nach 24-stündiger In-
kubation mit 50, 75, 150, 200 und 300µg/ml unkomplexierten Nanohydrogelen. Als Negativkontrolle
dienten unbehandelte Zellen und als Positivkontrolle mit 5 % DMSO behandelte Zellen. Die metabo-
lische Aktivität wurde auf die Negativkontrolle normiert.

In einer Studien mit einer Luciferase modifizierten HeLa-Zelllinie konnte nachge-

wiesen werden, dass die Nanohydrogele bis zu einer Konzentration von 56µg/ml

über einen Inkubationszeitraum von 48 Stunden nicht toxisch sind [68]. Die hier

eingesetzten Konzentrationen lagen weit unter den in dieser Arbeit verwendeten

Konzentrationen. Deshalb war es nicht überraschend, dass die Nanohydrogele kei-

ne Zytotoxizität für HeLa-Zellen aufwiesen. Weiterhin erlaubten diese Ergebnisse

keine Rückschlüsse über eine mögliche Zytotoxizität bei primären Zellen, da dafür

die Konzentrationen zu gering waren.

3.2.2. Aufnahmestudien der Nanohydrogele in CD8+ T-Zellen

Um sicherzustellen, dass es sich bei der Aufnahme um Nanohydrogele handelt,

wurden Fluoreszenzaufnahmen mit freiem Alexa Fluor R©647-Cadaverine Farbstoff

angefertigt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 31 gezeigt. Verglichen wurden die

Aufnahme von a) freiem Farbstoff, d) unkomplexierte Nanohydrogele und g) Nano-
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hydrogele mit siRNA (40:1) komplexiert in CD8+ T-Zellen. Zu erkennen ist, dass der

freie Farbstoff ein komplett anderes Färbemuster aufwies als die Nanohydrogele.

Weiterhin ist deutlich zu erkennen, dass bei den Nanohydrogelen es zu einer un-

spezifischen Färbung durch CellMask green Membranfarbstoff kam, jedoch nicht bei

der Probe mit dem freien Farbstoff. Somit ließ sich rückschließen, dass die Nano-

hydrogele ’proteinähnliche’ Strukturen hatten, die zur Bindung des CellMask green

Farbstoffes führte. Weiterhin zeigten die Ergebnisse deutlich, dass tatsächlich die

Nanohydrogele aufgenommen wurden und nicht nur der Farbstoff.

Die Nanohydrogele besaßen ein kationisches Zeta-Potential, über dieses war die

Komplexierung der siRNA durch elektrostatische Wechselwirkungen möglich [31].

Jedoch ist bekannt, dass kationische Nanomaterialien Endozytose-unabhängig in

Zellen aufgenommen werden können [167, 50, 19, 168]. Deshalb soll mit den nächs-

ten Experimenten untersucht werden, ob die kationische Gesamtladung einen Ein-

fluss auf die Aufnahme der Nanohydrogele in CD8+ T-Zellen hat. In Abbildung 32

sind die Ergebnisse der Aufnahme von Nanohydrogele in CD8+ T-Zellen mittels

Durchflusszytometer dargestellt. Dafür wurde der MFI des Alexa Fluor R©647-Cada-

verine Farbstoffes quantifiziert. Als Negativkontrolle dienten T-Zellen ohne Nano-

hydrogel, um eine Eigenfluoreszenz auszuschließen. Da die Nanohydrogele katio-

nisch geladen waren, enthielt unkomplexiertes Nanohydrogel das größte kationische

Zeta-Potential. Umso kleiner das Verhältnis zwischen siRNA zu Nanohydrogel war,

umso geringer war folglich das kationische Zeta-Potential. Um das optimale Kom-

plexierungsverhältnis von siRNA zu Nanohydrogelen zu ermitteln, wurde ein EMSA

(engl. electrophoretic mobility shift assay) von Nadine Leber durchgeführt. Optimal

bedeutet, das Zeta-Potential war beinahe neutral und es lag keine freie siRNA mehr

vor. Für das in dieser Arbeit verwendete Polymer lag das Verhältnis siRNA zu Nano-

hydrogel bei 1:20. Zu erkennen ist, dass ein neutrales Zeta-Potential (NL119/siRNA

20:1) die Aufnahme der Komplexe in die CD8+ T-Zellen erhöhte. Während unkom-

plexiertes Nanohydrogel (NL119) und die Probe NL119/siRNA 80:1 am schlechtes-

ten aufgenommen wurden. Jedoch war die Aufnahme NL119/siRNA 80:1 signifikant

höher verglichen mit unkomplexiertem Nanohydrogel. Weiterhin war die Aufnahme

der Proben NL119/siRNA 20:1 und 40:1 signifikant höher verglichen mit unkomple-

xiertem Nanohydrogel. Das getestete Signifikanzniveau lag bei p<0,01.

73



3. Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 31: Fluoreszenzaufnahmen nach Aufnahme von unkomplexierten und mit siRNA kom-
plexierten Nanohydrogelen und freiem AlexaFluor R©647 Cadaverine Farbstoff in CD8+ T-Zellen. a)
bis c) Aufnahme von freiem AlexaFluor R©647 Cadaverine Farbstoff. d) bis f) unkomplexiertes Nano-
hydrogel. g) bis i) komplexiertes Nanohydrogel im Gewichtsverhältnis siRNA zu Nanohydrogel 1 : 40.
a) Färbemuster des freien Farbstoffs AlexaFluor R©647 Cadaverine. d) und g) Überlagerung des Cell-
Mask Farbstoff mit den Nanohydrogele durch unspezifische Färbung des CellMask Farbstoffes. Bei
allen drei Proben ist eine Aufnahme in die Zellen zu sehen. Das Färbemuster des freien Farbstoffes
(a)) unterscheidet sich von dem der Nanohydrogele (d) und g)). Maßstabsbalken 5µm.
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Die Unterschiede zwischen den einzelnen Proben war nicht enorm, jedoch war trotz-

dem eine Tendenz erkennbar. Entgegen der Annahme, dass kationische Nanomate-

rialien besser aufgenommen werden, zeigten diese Experimente, dass Nanohydro-

gele mit einem relativ neutralen Zeta-Potential (NL119/siRNA 1:20) am besten von

CD8+ T-Zellen aufgenommen wurden. Um eine gute Aufnahme zu erhalten reichte

eine leichte kationische Gesamtladung offensichtlich aus.

Abbildung 32: Quantifizierung der Nanohydrogelaufnahme im Durchflusszytometer mittels mittlerer
Fluoreszenzintensität (engl. mean fluorences intensity, MFI). Gemessen wurde die Aufnahme von
unkomplexiertes Nanohydrogel und mit siRNA komplexiertes Nanohydrogel in CD8+ T-Zellen. Die
Komplexierung erfolgte im Gewichtsverhältnis siRNA zu Nanohydrogel 1 : 20, 1 : 40 und 1 : 80. Als
Negativkontrolle (NK) dienten unbehandelte Zellen. Die Aufnahme der komplexierten Nanohydroge-
len ist signifikant (p < 0,01) höher als bei den unkomplexierten Proben.

Wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, können Nanopartikel die Zellmembran unspe-

zifische penetrieren, d.h. es werden keine spezifischen Rezeptoren, Proteine oder

endozytotische Aufnahmemechanismen benötigt [19]. Dieser Aufnahmeweg ist cha-

rakteristisch für kationische Nanopartikel, wie die CPPs. Da sowohl die Blockcopoly-

mere als auch die Nanohydrogele eine kationische Ladung besaßen, wurde vermu-

tet, dass diese über die gleichen Mechanismen aufgenommen wurden. In Abbildung

33 sind die beiden Aufnahmemechanismen beispielhaft für die Nanohydrogele dar-

gestellt. Die Aufnahmevorgänge in CD8+ T-Zellen wurde in dieser Arbeit nicht nä-
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hers untersucht. Da es jedoch in der Literatur kaum Hinweise auf endozytotische

Mechanismen in T-Zellen gibt, unterstützt das die Vermutung, dass T-Zellen haupt-

sächlich unspezifisch oder über direkte Translokation Nanopartikel aufnehmen kön-

nen. Das wiederum deckt sich mit den Beobachtungen, die in dieser Arbeit gemacht

wurden. (siehe Kapitel 3.1 und Kapitel 3.4).

Abbildung 33: Schematische Darstellung des möglichen Aufnahmemechanismus von kationischen
Nanopartikeln in Zellen. Aufgrund der kationischen Ladung ist eine direkte Translokation und/oder
eine unspezifische Endozytose als Aufnahmeweg möglich. In blau dargestellt die Zellmembran mit
Proteinen, Kanälen und Rezeptoren. In gelb/grau dargestellt die Nanopartikel mit siRNA. Adaptiert
nach [50].

Für die Bestätigung der Durchflusszytometrie-Ergebnisse wurde die Aufnahme der

Nanohydrogele nochmals im cLSM analysiert. Hier sollte vor allem bestätigt werden,

dass sich die Proben in der Zelle befinden und nicht an der Oberfläche außerhalb.

Diese Frage blieb bei der Messung im Durchflusszytometer unbeantwortet. In Abbil-

dung 34 sind die Fluoreszenzaufnahmen dargestellt. Gezeigt sind die Verhältnisse

a) siRNA zu Nanohydrogel 1:20, d) siRNA zu Nanohydrogel 1:40 und g) siRNA zu

Nanohydrogel 1:80. Bei allen drei Proben ist zu erkennen, dass sich die Komplexe

in den Zellen befanden. Weiterhin ist zu sehen, dass der CellMask green Farbstoff

unspezifisch die Nanohydrogele anfärbte.
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3.2. Kationische Nanohydrogele zur Komplexierung von siRNA

Abbildung 34: Fluoreszenzaufnahmen nach Aufnahme von unterschiedlichen siRNA-
Nanohydrogel-Komplexen in CD8+ T-Zellen. a) bis c) Gewichtsverhältnis siRNA zu Nanohydrogel
1 : 20. d) bis f) Gewichtsverhältnis siRNA zu Nanohydrogel 1 : 40. g) bis i) Gewichtsverhältnis siRNA
zu Nanohydrogel 1 : 80. a), d) und g) Überlagerung des CellMask Farbstoff mit den Nanohydrogele
durch unspezifische Färbung des CellMask Farbstoffes. Bei allen drei Proben ist eine Aufnahme in
die Zellen zu sehen. Die kationische Eigenschaft des Nanohydrogeles nimmt mit zunehmendem
siRNA-Anteil ab.
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3.2.3. Zeitkinetik der Aufnahme von Nanohydrogelen in CD8+ T-Zellen

Die Aufnahmegeschwindigkeit unter Einfluss unterschiedlicher Proteinkonzentratio-

nen wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Dafür wurde der MFI der Pro-

ben über einen Zeitraum von 24 Stunden gemessen. In Abbildung 35 sind die

Ergebnisse dargestellt. Abgebildet in dunkelgrau ist die Zeitkinetik der Aufnahme

für Proben mit 100% FBS im Medium. Hier zeigte sich die geringste Aufnahme

über alle Zeitpunkte. Zu erklären ist das mit dem hohen Gehalt an Proteinen im

Medium, die entweder eine dichte Schicht um die Zellen bildeten oder die siRNA-

Nanohydrogelkomplexe ummantelte, sodass die Aufnahme deutlich reduziert war.

In hellgrau dargestellt sind die Proben mit 2% FBS im Medium. Hier zeigte sich nur

eine geringe Erhöhung der Aufnahme über die Zeit und stellte somit keinen Vor-

teil gegenüber dem Medium mit 10% FBS dar. Ein FBS Gehalt von 10% gilt als

Standardproteingehalt für die Kultivierung von zyotoxischen T-Zellen in RPMI-1640

Medium. Und da es sich um primäre Zellen handelt, ist der komplette Entzug von

FBS Proteinen im Medium ungeeignet, da diese sehr schnell ihre Viabilität verlieren

würden. Weiterhin soll die Orientierung dieses Projektes in Richtung in vivo Stu-

dien gehen und deshalb waren Experimente ohne FBS-Proteine nicht relevant. In

allen drei Fällen zeigte sich innerhalb der ersten 30 Min die höchste Aufnahme von

Nanohydrogel-Komplexen. Bei 2% und 10% FBS Proben gab es zwischen einer

Stunde und drei Stunden Inkubationszeit nochmals einen deutlichen Anstieg in der

Aufnahme. Zusammenfassend zeigte sich, dass 2% FBS im Medium keinen Vorteil

gegenüber 10% FBS hatte, da bei 2% FBS die Aufnahme nur geringfügig höher war,

aber die Viabilität der Zellen deutlich schlechter war. Gleichzeitig waren 3 Stunden

Inkubation bei 2% oder 10% FBS ausreichend, um eine hohe Aufnahme an Nano-

hydrogelen zu erzielen.

Eine quantitative Auswertung der Aufnahme von Nanohydrogelen wurde in früheren

Studien nie durchgeführt. Jedoch gibt es Fluoreszenzaufnahmen von HeLa-Zellen

über einen Zeitraum von 24 Stunden. Hierbei war erkennbar, dass schon nach 30

Min Nanohydrogele aufgenommen wurden und nach 24 Std ein Großteil der Nano-

hydrogelen in Lysosomen lokalisiert waren [68]. Dieses Ergebnis zeigte, dass die

Nanohydrogele zelltypunabhängig sehr schnell aufgenommen wurden.

78



3.2. Kationische Nanohydrogele zur Komplexierung von siRNA

Abbildung 35: Quantifizierung der Nanohydrogelaufnahme im Durchflusszytometer mittels MFI. Ge-
messen wurde die Aufnahme von siRNA-Nanohydrogel-Komplexe (1 : 40) in CD8+ T-Zellen bei un-
terschiedlichem FBS-Gehalt im Zellkulturmedium. An den Zeitpunkten 0,5 h, 1 h, 3 h, 6 h, 18 h und
24 h wurden die Proben fixiert und im Durchflusszytometer analysiert.

Wie weiter oben beschrieben, wird die Aufnahme von Nanohydrogelen entschei-

dend von Proteinen im Medium beeinflusst. So konnte Nuhn et al. in einer Studie

zum Aggregationsverhalten der Nanohydrogele im Blutserum zeigen, dass das Ag-

gregationsverhalten der Nanohydrogele in Gegenwart von Proteinen verändert war

[169]. Interessanterweise zeigten unkomplexierte Nanohydrogele ein höheres Ag-

gregationsverhalten als mit siRNA beladenen Nanohydrogelen. Begründet wurde

dies von Nuhn et al. mit einem sehr kationischen Zeta-Potential von freiem Nano-

hydrogel, welches wiederum in Interaktion mit anionischen Proteinen treten konnte.

Das führte folglich zur Ausbildung von großen Nanohydrogel-Protein-Aggregaten.

Welchen Einfluss die chemischen Eigenschaften von Nanopartikeln auf die Ausbil-

dung einer Proteincorona haben, wird intensiv erforscht. So zeigten u. a. Schöttler

et al., dass neben der Ladung auch die Oberflächenfunktionalisierung und Hydro-

phobizität einen Einfluss auf das Anlagern von Proteinen an der Oberflächen haben

[170, 171]. Eine Aggregatbildung der Nanohydrogele mit Proteinen kann durch das

Beladen mit siRNA vermindert werden, da dadurch das Zeta-Potential reduziert wird

[169]. Bestätigt wird das durch die Beobachtungen, die in dieser Arbeit, zur Aufnah-

me von Nanohydrogelen gemacht wurden (Abschnitt 3.2.2, Abbildung 32). Auch
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hier zeigte sich die geringste Aufnahme bei unkomplexierten Nanohydrogelen, weil

vermutlich die Nanohydrogele aufgrund des großen kationischen Zeta-Potential Ag-

gregate mit Proteinen bilden und deshalb schlechter aufgenommen wurden.

3.2.4. Konzentrationskinetik der Aufnahme von Nanohydrogelen in CD8+

T-Zellen

Mittels Aufnahmestudien mit unterschiedlichen Nanohydrogel-Konzentrationen konn-

te die geringste Konzentration ermittelt werden, die zur Aufnahme in CD8+ T-Zellen

benötigt wird. Hierfür wurden Nanohydrogele mit siRNA komplexiert und in den

Konzentrationen 12,5, 25, 50, 75, 100, 150, 200 und 300µg/ml über 24 Stunden

mit CD8+ T-Zellen inkubiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 36 abgebildet. In

Abbildung 36 a) ist die Quantifizierung der Nanohydrogel-siRNA-Komplexe mittels

Durchflusszytometer dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte durch die Berechnung

des MFI des Alexa Fluor647-Farbstoffes, welcher kovalent an die Nanohydrogele

gebunden war. Zu erkennen war eine deutlich Zunahme des MFIs bei den Konzen-

trationen 12,5µg/ml bis 75µg/ml. Von 100µg/ml bis 300µg/ml war keine wesentli-

che Zunahme des MFIs zu erkennen. Somit war bei 100µg/ml die Sättigungsgrenze

bei den CD8+ T-Zellen erreicht. In Abbildung 36 b) sind die Fluroeszenzaufnahmen

bestimmter Konzentrationen dargestellt. Zu erkennen ist, dass sich die Komplexe

überwiegend in der Zellen befanden. Zwischen der 150µg/ml und 300µg/ml Pro-

be war kein großer Unterschied zu erkennen. Weiterhin war zu erkennen, dass der

CellMask green Membranfarbstoff unspezifisch auch an die Nanohydrogele band,

deshalb kam es zu dem gelben/orangenen Überlagerungssignal.

Die Nanohydrogele traten offensichtlich schnell in Interaktion mit den CD8+ T-Zellen

und wurden schon in geringer Konzentration von den T-Zellen aufgenommen. Ob-

wohl die Studienlage zu CD8+ T-Zellen überschaubar klein ist, konnte gezeigt wer-

den, dass magnetische Nanopartikel unspezifisch von T-Zellen aufgenommen wur-

den [150, 144]. Die Größe und Aggregatbildung der Partikel scheinten einen großen

Einfluss auf das Aufnahmeverhalten zu haben. So wurden tendenziell kleinere Par-

tikel unabhängig der Konzentration besser aufgenommen als große [144]. Neben

dem kationischen Zeta-Potential war die geringe Größe der Nanohydrogele eine

wichtige Eigenschaft, die die Aufnahme in CD8+ T-Zellen verbesserte. Somit könnte
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die geringere Größe der Nanohydrogele ein möglicher Grund sein, warum die Par-

tikel schneller in Interaktion mit den T-Zellen traten als die Blockcopolymere (siehe

Abschnitt 3.1.4).

Abbildung 36: Der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen an Nanohydrogelen auf die Aufnah-
me in CD8+ T-Zellen. a) Die Aufnahme wurde quantifiziert mittels Durchflusszyotmetrie durch Berech-
nung des MFI des AlexaFluor647 Cadaverine-Farbstoffes. Die Inkubationszeit der Nanohydrogele
mit Zellen betrug 18 Stunden. Zu erkennen ist eine anfängliche Zunahme des MFI mit zunehmen-
der Konzentration. Die Sättigungsgrenze ist ab 100µg/ml zu erkennen und bis zur Konzentration
300µg/ml ist keine weitere Zunahme des MFI zu erkennen. b) Verifizierung der Aufnahme mittels
cLSM Fluoreszenzaufnahmen. Nach 18-stündiger Inkubation der Nanohydrogel-siRNA Komplexe
(gelb/orange) wurde die Zellmembran mittels CellMask green gefärbt. Zu erkennen ist, dass sich
die Nanohydrogele in der Zelle befinden und nicht außerhalb an der Zellmembran. Weiterhin ist
deutlich sichtbar, dass schon bei geringen Konzentrationen (12,5µg/ml, 50µg/ml) Nanohydrogel in
der Zellen erkennbar ist. Maßstabsbalken 5µm.
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3.3. Vergleich Blockcopolymere und Nanohydrogele als

siRNA-Trägersysteme für T-Zellen

In den vorherigen Kapiteln wurden zwei vielversprechende nanodimensionale Trä-

gersysteme für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen vorgestellt und diskutiert. Die bei-

den Materialien zählten zu den Blockcopolymeren und wurden über die RAFT-Po-

ly-meri-sation hergestellt. Die einen wurden als kationische Blockcopolymere mit

ähnlichen Eigenschaften wie CPPs beschrieben, während die anderen als kationi-

sche Nanohydrogele mit Neigung zur Selbstorganisation bezeichnet wurden. Bei-

de Nanomaterialien konnten, aufgrund ihrer kationischen Ladung, über elektrostati-

sche Wechselwirkungen siRNA komplexieren und eigneten sich deshalb als siRNA-

Trägersysteme.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beide Nanomaterialien von zytotoxi-

schen T-Zellen aufgenommen wurden, obwohl die Transfektion von zytotoxischen

T-Zellen als sehr kritisch und schwierig angesehen wird [103].

Werden die beiden Nanomaterialien miteinander verglichen so lassen sich diverse

Unterschiede erkennen. So zeigten die Ergebnisse, dass die Nanohydrogele schnel-

ler (nach 30 Min, Blockcopolymere nach 6 Std) in Interaktion mit den CD8+ T-Zellen

traten (siehe Abschnitt 3.1.3 und 3.2.3). Weiterhin war zu erkennen, dass tendenzi-

ell bei beiden Materialien die Aufnahme von Proteinen im Zellkulturmedium beein-

flusst wurde. Jedoch war der Einfluss auf die Blockcopolymeren scheinbar größer

als bei den Nanohydrogelen (siehe Abbildung 18). Eine mögliche Erklärung ist, dass

die Blockcopolymere ein höheres kationisches Zeta-Potential hatten und dadurch

stärker in Interaktion mit den Proteinen im Zellkulturmedium traten [143, 171, 32].

Weiterhin ist bekannt, dass die Größe bei der Aufnahme in T-Zellen einen größe-

ren Einfluss hat als die Konzentration [144]. Deshalb könnte es möglich sein, dass

die Blockcopolymere, die von Haus aus schon größer waren, durch die starke Inter-

aktion mit den Proteinen zu große Aggregate bildeten, die eine Aufnahme in CD8+

T-Zelle nicht mehr möglich machten. Denn nach den in dieser Arbeit gemachten Be-

obachtungen war es sehr wahrscheinlich, dass die CD8+ T-Zellen unspezifisch über

direkte Translokation die Blockcopolymere aufnahmen und für diese Aufnahme lag

die Größenlimitierung bei 100 nm [19].

Auch bei der Quantifizierung der Aufnahme von unterschiedlichen Konzentrationen
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der Nanomaterialien waren Unterschiede vorhanden. So ließ sich bei den Nanohy-

drogelen ab 100µg/ml eine Sättigung bei der Aufnahme erkennen, während bei den

Blockcopolymeren die Aufnahme gleichmäßig mit der zunehmenden Konzentration

anstieg (siehe Abschnitt 3.1.4 und 3.2.4). Somit kann die Aufnahme der Blockco-

polymere evtl. optimiert werden, durch eine höhere Konzentration. Jedoch sollte

beachtet werden, dass zu hohe Konzentrationen irgendwann eine toxische Wirkung

auf die Zellen haben können. Nichtsdestotrotz konnte bei den Blockcopolymeren

über die Konzentration die Aufnahme beeinflusst werden, während das bei den Na-

nohydrogelen aufgrund der Sättiung nicht funktionierte.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass mit beiden Systemen zwei sehr vielver-

sprechende nanodimensionale Trägersysteme für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen

gefunden wurde.

3.4. Oberflächenmodifizierung von Ovalbumin Kapseln

Nanokapseln basierend auf Proteinen stellen ein vielversprechendes nanodimensio-

nales Trägersystem für die Zellaufnahme dar, da sie aus körpereigenen Substanzen

bestehen und somit eine hohe Biokompatibilität aufweisen. Weiterhin verfügt die

Körperzelle über eine Vielzahl an Proteasen, die effizient die Kapseln abbauen und

den Inhalt frei setzen können. Frühere Studien innerhalb der Landfester-Gruppe und

Universitätsmedizin Mainz zeigten, dass Ovalbumin-Kapseln biokompatibel und bio-

abbaubar sind. So konnte Piradashvili et al. zeigen, dass Ovalbumin-Kapseln in DCs

aufgenommen, abgebaut und der hydrophile Inhalt freigesetzt wurde [33].

Aufgrund dieser vielversprechenden Eigenschaften sollte die Oberfläche der Oval-

bumin-Kapseln modifiziert werden, um sie für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen zu

verwenden. Die Interleukin-7-Oberflächenmodifizierung sollte eine spezifische, re-

zeptorvermittelte Aufnahme in T-Zellen gewährleisten. Interleukin-7 (IL-7) kann zy-

totoxische T-Zellen aktivieren ohne die Hemmung durch regulatorische T-Zellen zu

erhöhen [134]. Damit das IL-7 an die Oberfläche der Ovalbumin-Kapseln geklickt

werden kann, wurde das IL-7 mit einer Azidgruppe bzw. DBCO-Gruppe versehen.

Die Ergebnisse zu den Ovalbumin-Kapseln werden in den folgenden Abschnitten

erklärt und diskutiert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.4.1. Biokompatibilität der Ovalbumin-IL7-Kapseln

Primäre Zellen, wie die CD8+ T-Zellen, reagieren empfindlich auf Einflüsse ihrer Um-

gebung und deshalb ist die Überprüfung der Zytotoxizität der Ovalbumin-Kapseln

gegenüber den T-Zellen notwendig. Dafür wurde ein MTS-Assay, der Auskunft über

die metabolische Aktivität der Zellen lieferte, verwendet. Die Ergebnisse sind in Ab-

bildung 37 dargestellt. Verwendet wurden Ovalbumin-Kapseln mit/ohne IL-7 in den

Konzentrationen 75, 150, 300 und 600µg/ml. Nach 24-stündiger Inkubation wurde

der MTS-Assay durchgeführt. Bei allen Konzentrationen war keine Beeinflussung

der metabolischen Aktivität zu erkennen, welche Rückschlüsse auf die Viabilität der

Zellen zu ließ. Somit konnte für alle Proben davon ausgegangen werden, dass sie

nicht zytotoxisch waren.

Abbildung 37: Die Ermittlung der metabolischen Aktivität von CD8+ T-Zellen nach 24-stündiger
Inkubation mit 75, 150, 300 und 600µg/ml Ovalbumin-IL-7-Kapseln und Ovalbumin-Kapseln. Als Ne-
gativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die metabolische Aktivität wurde auf die Negativkontrolle
normiert. Es konnte keine Zytotoxizität der Ovalbumin-Kapseln auf T-Zellen nachgewiesen werden.

Durch die bekannte gute Verträglichkeit, ist Ovalbumin Bestandteil unterschiedlicher

Partikel- bzw. Kapselsystemen [131, 172]. So kann Ovalbumin dendritische Zellen

stimulieren oder zum direkten T-Zell-Targeting verwendet werden [33, 173, 40]. Wei-

terhin konnten humane Albuminkapseln erfolgreich in Tumorzelllinien angereichert

werden, um gesunde Zellen zu schützen [172]. Die Modifizierung von Ovalbumin-
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3.4. Oberflächenmodifizierung von Ovalbumin Kapseln

Kapseln mit IL-7 wurde in dieser Art noch nicht beschrieben.

3.4.2. Biofunktionalität des IL-7 nach Azid-Modifizierung

Eine Azid-Modifikation ist eine chemische Veränderung des IL-7, die die Struktur

wesentlich verändern kann. Daher war die Überprüfung der Biofunktionalität nach

der Azid-Modifizierung unerlässlich. Dafür wurde eine murine IL-7-abhängige Zellli-

nie (2E8 Zellen) verwendet, die nur in Gegenwart von murinem oder humanem IL-7

proliferiert. Die Biofunktionalität wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden unter-

sucht, die Ergebnisse sind in Abbildung 38 dargestellt.

Mittels BrdU-Assay (Abbildung 38 a) lässt sich die Proliferation nachweisen, da bei

der Zellteilung BrdU, welches analog zu Nukleinbase Thymidin ist, in die DNA einge-

baut wird. Durch Quantifizierung des eingebauten BrdU lassen sich Rückschlüsse

auf die Biofunktionalität des IL-7 ziehen, da die 2E8-Zellen nur in Gegenwart von

intaktem IL-7 proliferieren.

Die CellTrace Violet Farbstoffmarkierung der 2E8-Zellen (dargestellt in Abbildung

38 b - e) ermöglichte die Rückverfolgung mehrerer Zellgenerationen durch Farb-

stoffverdünnung. Dadurch konnte im Durchflusszytometer die Proliferationsfähigkeit

der Zellen untersucht werden, durch die Abnahme des CellTrace Violet Signals.

Wenn die IL-7 abhängigen 2E8-Zellen in Gegenwart von IL-7-Azid nach wie vor pro-

liferierten war das der Nachweis, dass das IL-7-Azid trotz Modifikation biofunktional

war.

Sowohl die BrdU-Ergebnisse als auch die CellTrace Violet Färbung zeigten, dass die

Azid-Modifizierung keinen Einfluss auf die biologische Funktionalität des IL-7 hatte.

Es ließ sich in beiden Fällen erkennen, dass die 2E8-Zellen sensitiver für murines

IL-7 waren (Abbildung 38 a und e). Weiterhin zeigte sich bei der CellTrace Violet

Färbung, dass die Konzentrationen 100 ng/ml und 10 ng/ml humanes und azidiertes

IL-7 zu einer Proliferation der 2E8-Zellen führten, während 100 ng/ml eine stärkere

Wirkung hatte. Bei murinem IL-7 konnte der Unterschied zwischen 100 ng/ml und

10 ng/ml nicht gezeigt werden, da die 2E8 Zellen vermutlich eine Sättigung erreich-

ten und somit führte die Erhöhung der IL-7 Konzentration zu keiner weiteren Steige-

rung der Proliferationsrate. Geringere Konzentrationen an IL-7 zeigten bei der Cell-

Trace Violet Färbung keinen Proliferationsstimulus (Abbildung 38 a, b und d). Als

85



3. Ergebnisse und Diskussion

Negativkontrolle dienten Zellen ohne IL-7, diese sind in grau dargestellt. Mit diesen

beiden Methoden wurde nachgewiesen, dass die Azid-Modifikation einen Einfluss

auf die Biofunktionalität des IL-7 hat.

Abbildung 38: Überprüfung der Biofunktionalität nach der Azid-Modifikation von IL-7. a) Mittels
BrdU-Proliferationsassay wurde nachgewiesen, dass die Azid-Modifizierung des IL-7 keine Einfluss
auf die biologische Funktionalität hat. Durchgeführt wurde der Assay mit IL-7-abhängigen murinen
2E8 Zellen, die nur in Gegenwart von IL-7 proliferieren. Murines und humanes IL-7 dienten als Kon-
trolle. Es lässt sich keinen relevanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen IL-7 erkennen. b)-
e) Der CellTrace Violet Farbstoff dient zur Markierung der 2E8 Zellen, damit mehrere Generationen
mittels Farbstoffverdünnung im Durchflusszytometer nachgewiesen werden können. In b) sind die
Prozent an proliferierenden Zellen zusammengefasst aus den Daten von c) - d). Einzeldiagramme
sind in c) für IL-7-Azid, d) humanes IL-7 und e) murines IL-7 dargestellt. Zu erkennen ist, dass sowohl
100 ng/ml als auch 10 ng/ml IL-7 bei allen Proben zu einer Proliferation der 2E8 Zellen führt. Somit
konnte gezeigt werden, dass die IL-7 Modifizierung keinen Einfluss auf die Biofunktionalität des IL-7
hat.

Expression des IL-7-Rezeptors und Bindungsfähigkeit von IL-7-Azid

Die Fluoreszenzaufnahmen wurden für den Nachweis angefertigt, dass T-Zellen den

IL-7-Rezeptor exprimieren und IL-7-Azid an den Rezeptor binden kann. Beides sind

Voraussetzungen für eine erfolgreiche Aufnahme von IL-7 modifizierten Ovalbumin-

kapseln. Das IL-7-Azid wurde mit einem Tamra-DBCO-Farbstoff gekoppelt, welcher
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nur fluoresziert, wenn er erfolgreich an die Azid-Gruppe gebunden war. Somit konn-

te gewährleistet werden, dass lediglich IL-7-Azid detektiert wurde. Der IL-7-Rezeptor

wurde mittels Antikörperfärbung nachgewiesen.

Abbildung 39: Mittels Fluoreszenzaufnahmen wurde nachgewiesen, dass sowohl 2E8-Zellen den
IL-7-Rezeptor exprimieren. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL-7-Azid nach Modifizierung noch
an den IL-7-Rezeptor binden kann und anschließend internalisiert werden kann. a) 2E8-Zellen mit IL-
7-Azid-DBCO-TAMRA b) 2E8-Zellen mit IL-7R-FITC, c) T-Zellen mit IL-7-Azid-DBCO-TAMRA und d)
T-Zellen mit IL-7R-FITC. Maßstabsbalken 5µm.

In Abbildung 39 sind in a) IL-7-Azid bei 2E8-Zellen, b) IL-7-Rezeptor bei 2E8-Zellen,

c) IL-7-Azid bei T-Zellen und d) IL-7-Rezeptor bei T-Zellen dargestellt. Zu erkennen

ist, dass bei beiden Zellarten IL-7-Azid und IL-7-Rezeptor vorhanden war. Weiterhin

ist zu erkennen, dass nach der Bindung von IL-7-Azid und Anti-IL-7-Rezeptor Anti-

körper es zu einer Internalisierung kam. Eine sehr schnelle Internalisierung des IL-

7-Rezeptor durch Bindung von IL-7 wurde schon früher untersucht [174]. Weiterhin
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könnte eine schnelle Internalisierung bei der Zellaufnahme von Vorteil sein. Somit

hat IL-7 neben dem positiven Einfluss auf die Aktivierung von cytotoxischen T-Zellen

auch den Vorteil einer schnellen Rezeptorinternalisierung nach Bindung [134, 174].

3.4.3. Biofunktionalität des IL-7 nach DBCO-Funktionalisierung

Um zwei Moleküle mittels kupferfreien Klickreaktion miteinander zu verknüpfen, sind

zwei funktionelle Gruppen, Azid- und Alkingruppe, nötig. Als Alkin wird meistens

DBCO verwendet, welches mittels NHS-Ester an eines der beiden Moleküle an-

gebracht wird. Um vollständige Flexibilität in der Kapselsynthese und der späteren

IL-7-Modifizierung zu haben, wurde IL-7 nicht nur mit einem Azid funktionalisiert son-

dern auch mit einer DBCO-Gruppe.

Wie in Abschnitt 3.4.2 schon beschrieben, kann eine solche Modifizierung die Bio-

funktionalität des IL-7 beeinflussen. Deshalb war die funktionelle Überprüfung des

IL-7-DBCO anhand von 2E8-Zellen mittels BrdU-Assay und CellTrace Violet Fär-

bung notwendig. In Abbildung 40 sind die Ergebnisse des BrdU-Assays (a) und der

CellTrace Violet Färbung (b - e) dargestellt.

Die Ergebnisse des BrdU-Assay zeigten, dass es keinen Unterschied zwischen hu-

manem und DBCO-funktionalisiertem IL-7 gab, lediglich für murines IL-7 waren die

2E8-Zellen sensitiver. Das liegt darin begründet, dass die 2E8-Zellen einen muri-

nen Ursprung haben und deshalb sensitiver sind für murines IL-7. Die Resultate der

CellTrace Violet Färbung bestätigten die BrdU-Ergebnisse. Hier zeigte sich, dass

100 ng/ml sowohl bei humanen als auch bei DBCO-funktionalisiertem IL-7 zur bes-

ten Proliferation führte. Alle anderen Konzentrationen waren vergleichbar mit der

Negativkontrolle, die in grau dargestellt ist und nur Zellen ohne IL-7 zeigt. Dass die

2E8-Zellen sensitiver für murines IL-7 waren, zeigte sich auch in Abbildung 40 a und

e, so war auch für 1 ng/ml eine gute Proliferation zu sehen.

Die Ergebnisse bestätigten, dass auch die DBCO-Modifizierung keinen Einfluss auf

die biologische Funktionalität des IL-7 hatte. Somit können sowohl IL-7-Azid als auch

IL-7-DBCO für die kupferfreie Klickreaktion verwendet werden, um Nanokapseln für

die Zellaufnahme zu modifizieren.
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Abbildung 40: Überprüfung der Biofunktionalität nach der DBCO-Modifikation von IL-7. a) Mittels
BrdU-Proliferationsassay wurde nachgewiesen, dass die DBCO-Modifizierung des IL-7 keine Einfluss
auf die biologische Funktionalität hat. Durchgeführt wurde der Assay mit IL-7-abhängigen murinen
2E8 Zellen, die nur in Gegenwart von IL-7 proliferieren. Murines und humanes IL-7 dienten als Kon-
trolle. Es lässt sich keinen relevanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen IL-7 erkennen. b)-
e) Der CellTrace Violet Farbstoff dient zur Markierung der 2E8 Zellen, damit mehrere Generationen
mittels Farbstoffverdünnung im Durchflusszytometer nachgewiesen werden können. In b) sind die
Prozent an proliferierenden Zellen zusammengefasst aus den Daten von c) - d). Einzeldiagramme
sind in c) für IL-7-DBCO, d) humanes IL-7 und e) murines IL-7 dargestellt. Zu erkennen ist, dass
sowohl 100 ng/ml als auch 10 ng/ml IL-7 bei allen Proben zu einer Proliferation der 2E8 Zellen führt.
Somit konnte gezeigt werden, dass die IL-7 Modifizierung keinen Einfluss auf die Biofunktionalität
des IL-7 hat.

3.4.4. Zellaufnahme von modifizierten Ovalbumin Kapseln

Nachdem die Biofunktionalität des modifizierten IL-7 genau untersucht und sicher-

gestellt wurde, dass weder die Azid- noch die DBCO-Modifizierung einen negativen

Einfluss hatten, sollte in die Zellaufnahme analysiert werden. Dafür wurden Fluo-

reszenzaufnahmen von CD8+ T-Zellen mit unterschiedliche Ovalbumin-Kapseln an-

gefertigt. Die Inkubation der Ovalbumin-Kapseln mit Zellen betrug 48 Stunden, da

aus anderen Ovalbumin-Versuchen schon bekannt war, dass die Aufnahme mögli-

cherweise verzögert ist. Anschließend wurden die CD8+ T-Zellen mittels CellMask
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3. Ergebnisse und Diskussion

green/orange Membranfarbstoff gefärbt.

Abbildung 41: Fluoreszenzaufnahmen von Ovalbumin-Kapseln mit unterschiedlichen Modifizie-
rungen und CD8+ T-Zellen. Ovalbumin-Kapseln mit/ohne IL-7 waren mit Cy5-Farbstoff markiert.
Ovalbumin-DQ-Kapseln enthielten DQ green Subratrat. 300µg/ml Kapseln wurden 48 Stunden mit
CD8+ T-Zellen inkubiert. Zellen wurden anschließend mit CellMask green/orange angefärbt und im
cLSM analysiert und bei Bedarf mit Histofix fixiert. a) Ovalbumin-Kapseln ohne IL-7. Kapseln bil-
den große Aggregate, keine Aufnahme zu erkennen. Der Membranfarbstoff bindet unspezifisch an
die Aminogruppe des Ovalbumin. b) Ovalbumin-IL-7-Kapseln. Am oberen Bildrand und rechts unten
sind sehr große Aggregate, jedoch ist keine Zellaufnahme zu sehen. c) Ovalbumin-Kapseln mit DQ.
Der Pfeil zeigt auf auf eine aufgenommene und durch Proteasen abgebaute Kapsel. Weiterhin sind
große Aggregate der Kapseln zu erkennen. Maßstabsbalken 5µm.

In Abbildung 41 sind in a) Ovalbumin-Kapseln, b) Ovalbumin-IL-7-Kapseln und in

c) Ovalbumin-DQ-Kapseln mit T-Zellen zu sehen. Sowohl bei Ovalbumin- als auch

bei Ovalbumin-IL-7-Kapseln war keine Aufnahme in die CD8+ T-Zellen zu erkennen.

Deutlich sichtbar waren große Aggregate der Ovalbumin-Kapseln und eine unspe-

zifische Bindung des CellMask Farbstoffes, welche schon bei den Versuchen mit

Nanohydrogelen beobachtet wurde. Naheliegend ist auch hier, dass der CellMask

Farbstoff an Aminogruppen der Ovalbumin-Kapseln bindet.

Der DQ-Bestandteil der Ovalbumin-DQ-Kapseln war ein fluoreszenzmarkiertes Sub-

strat der Proteasen, welches nach enzymatischen Abbau in den Zellen Fluoreszenz

frei setzte. So kann der Abbau und die Freisetzung des Kapselinhaltes nachgewie-

sen werden. Bei dem Experiment mit CD8+ T-Zellen konnte lediglich ein DQ-Signal

(Abbildung 41 c), mit Pfeil markiert) in der Zelle detektiert werden. Zu sehen waren

wieder große Aggregate der Ovalbumin-Kapseln. Verglichen mit dem Ovalbumin-
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DQ-Signal in DCs [33], war das Signal in CD8+ T-Zellen vernachlässigbar gering. Es

wurde nicht die gleiche Aufnahmerate wie bei dendritische Zellen erwartet, jedoch

war die Aufnahme in CD8+ T-Zellen auffallend gering und nicht zufriedenstellend. In

dieser Arbeit konnte schon gezeigt werden, dass mit kationischen Nanomaterialien

eine sehr gute Aufnahme in CD8+ T-Zellen erreicht werden kann (siehe Abschnitte

3.1 und 3.2).

Zellaufnahme von Ovalbumin-Kapseln mit Peptidmodifizierung

Die Oberfläche der Ovalbumin-Kapseln wurden mit einem zellpenetrierenden Pep-

tid PepFect14 (PF14) über kupferfreie Klickreaktion modifiziert. PF14 ist ein sehr

gut charakterisiertes und untersuchtes CPP, welches eine nachgewiesene Zellauf-

nahme aufweist [108, 135]. Die Ovalbumin-Kapseln wurden von Staffan Lindberg

mit PF14 modifiziert, um eine höhere Zellaufnahme zu erreichen. In Abbildung 42

sind in a) Ovalbumin-Kapseln und b) Ovalbumin-PF14-Kapseln mit CD8+ T-Zellen

zu sehen; in c) sind Ovalbumin-Kapseln und d) Ovalbumin-PF14-Kapseln bei der

Aufnahme in HEK293T Zellen dargestellt. Bei den T-Zellen ließ sich weder bei den

Ovalbumin-Kapseln noch bei den PF-14 modifizierten Ovalbumin-Kapseln eine Auf-

nahme erkennen. Offensichtlich hatte die PF14 Modifizierung keinen Einfluss auf

die Zellaufnahme, da für die direkte Translokation eine Größe kleiner 100 nm ent-

scheidend ist und die Ovalbumin Kapseln mit größer als 150 mn deutlich darüber

lagen, besonders weil sehr große Aggregate erkennbar waren.

Im Gegensatz dazu ließ sich bei den HEK293T Zellen eine deutliche Aufnahme bei-

der Ovalbumin-Kapseln erkennen. Die Aufnahme der Ovalbumin-PF14-Kapseln in

HEK293T Zellen war sichtbar höher als bei den unmodifizierten Ovalbumin-Kapseln.

Dieses Ergebnis zeigte deutlich, dass die Ovalbumin-Kapseln grundsätzlich ein viel-

versprechendes nanodimensionales Trägersystem sind, jedoch nicht für alle Zellar-

ten. Wie allgemein bekannt zählen T-Zellen zu den sehr schwer transfizierbaren

Zellarten [103]. Sie weisen keine ausgeprägten endozytotischen Aufnahmemecha-

nismen auf und besitzen deshalb verglichen mit anderen Zellarten eine sehr geringe

Aufnahmerate. Die Ergebnisse zu den Ovalbumin-Kapseln sind ein sehr gutes Bei-

spiel wie wichtig die spezifische Auswahl des nanodimensionalen Trägersystems für

jeden individuellen Zelltyp ist.
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Abbildung 42: Fluoreszenzaufnahmen von Ovalbumin-DBCO-Kapseln mit PF-14 Peptidmodifizie-
rung in CD8+ T-Zellen. Ovalbumin-DBCO-Kapseln waren mit Cy5-Farbstoff markiert. 300µg/ml Kap-
seln wurden 24 Stunden mit CD8+ T-Zellen inkubiert. Zellen wurden anschließend mit CellMask
green angefärbt und im cLSM analysiert und bei Bedarf mit Histofix fixiert. a) Ovalbumin-DBCO-
Kapseln mit CD8+ T-Zellen. Kapseln bilden Aggregate und keine Aufnahme in T-Zellen zu sehen. b)
Ovalbumin-DBCO-PF14 Kapseln mit CD8+ T-Zellen. Keine Aufnahme in T-Zellen und Aggregatbil-
dung der Kapseln zu erkennen. c) Aufnahme von Ovalbumin-DBCO-Kapseln in HEK293T Zellen zu
erkennen. d) Aufnahme von Ovalbumin-DBCO-PF14 in HEK293T Zellen sichtbar. Maßstabsbalken
5µm.
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Die Ergebnisse zu den Ovalbumin-Kapseln sind ein sehr gutes Beispiel wie wichtig

die spezifische Auswahl des nanodimensionalen Trägersystems für jeden individuel-

len Zelltyp ist. Deshalb sollten die chemischen Eigenschaften nicht nur hinsichtlich

des Cargos beachtet werden, sondern auch in Bezug auf die individuellen Eigen-

schaften der Zellart. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass T-Zellen sehr

schwer zu targetieren und transfizieren sind. Nichtsdestotrotz wurden zwei Materia-

lien gefunden, die eine sehr gute Aufnahme in CD8+ T-Zellen zeigten. Es ist nicht

vollständig verstanden, warum Blockcopolymere und Nanohydrogele von T-Zellen

aufgenommen werden, jedoch modifizierte Ovalbumin-Kapseln nicht. In dieser Ar-

beit konnten zwei relevante chemische Eigenschaften identifiziert werden, die of-

fensichtlich einen positiven Einfluss auf die T-Zell-Aufnahme haben. So stellten sich

eine Größe geringer als 100 nm und eine leicht kationische Gesamtladung als wich-

tige Faktoren bezüglich der Zellaufnahme in zytotoxische T-Zellen, heraus. Weiter-

hin scheinen vor allem große (über 200 nm) Nanopartikelsysteme unabhängig der

Oberflächenmodifizierung ungünstig für die Aufnahme in CD8+ T-Zellen zu sein.

Weiterhin sind die in dieser Arbeit gefunden nanodimensionale Trägersysteme zwei

vielversprechende Systeme, um effektiv siRNA in Zellen zu transportieren. Inner-

halb dieser Arbeit wurden unterschiedliche Vorstudien bezüglich Genknockdown

durchgeführt. In fortführenden Arbeiten soll intensiveren Fokus auf einen erfolgrei-

chen Knockdown gelegt werden, da die Manipulation von zytotoxischen T-Zellen ein

wichtiges und vielversprechendes Werkzeug für eine neue Art der Krebstherapie

darstellt. Denn der aktuelle Trend in der Wissenschaft bezüglich der Krebstherapie

geht in die Richtung, dass das eigene Immunsystem bzw. Immunzellen so manipu-

liert werden, dass sie Krebszellen erkennen und effektiv eliminieren können. Und

der effektive Knockdown von inhibitorischen Proteinen kann zu einer Erhöhung der

T-Zellaktivität führen, die wiederum in einer effizienteren Eliminierung von Krebszel-

len resultieren kann. Diese Art der Therapie könnte die herkömmlichen Therapiean-

sätze erweitern oder teilweise ablösen.
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A.1. Geräte

Appendices

Anhang A Verwendete Materialien

A.1 Geräte

In dieser Arbeit wurden folgende Geräte verwendet.

Tabelle 7: Verwendete Geräte.

Bezeichnung Hersteller

Absaughilfe Vacusafe comfort IBD Integra Bioscience, DE
Analysewaage XC205 Dual Range Mettler-Toledo, CH
Automatische Zellzähler Bio-Rad, USA
Durchflusszytometer BD LSRFortessa BD Biosciences, USA
Durchflusszytometer CyFlow ML Partec, Sysmex, JPN
Gefrierschrank -20◦C Liebherr, DE
Gefrierschrank -80◦C, Hera Freeze
Top

Thermo Fisher Scientific, USA

Inkubator C200 Labotec, DE
Inverses Lichtmikroskop CKX41 Olympus, DE
Konfokales Laserrastermikroskop,
cLSM Leica SP5 II mit CW-STED

Leica, DE

MACS Halterung QuadroMACS Miltenyi Biotec, DE
Mr. Frosty Freezing container Thermo Fisher Scientific, USA
Neubauer Zählkammer Hirschmann EM Techcolor, DE
Pipetten Eppendorf, DE
Pipettierhilfe Accujet Pro Brand, DE
Plate Reader Inifinite M1000 Tecan, CH
Sterilbank, Cell culture flow c(MAX-
Pro)3-130

Berner, DE

Stickstofftank LS6000 Taylor-Wharton, DE
Tischzentrifuge 5430 Eppendorf, DE
Vortex Mixer Reax Control Heidolph, DE
Wasserbad Memmert, DE
Zentrifuge 5810R Eppendorf, DE
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A.2 Verbrauchsmaterialien

Die für diese Arbeit benötigten Verbrauchsmaterialien sind in der nachfolgenden
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Bezeichnung Hersteller

8-well ibidi Slide ibidi, DE
Durchflusszytometer Röhrchen BD Biosciences, USA
Durchflusszytometer Röhrchen Sarstedt, DE
Eppendorf Röhrchen 1,5 ml und 2 ml Eppendorf, DE
Kyroröhrchen Greiner Bio-one, DE
MACS Säulen Column LS Miltenyi Biotec, DE
Objekträger autom. Zellzähler Bio-Rad, USA
Pasteurpipetten Brand, DE
Pipettenspitzen (2,5µl) Biozym Scientific, DE
Serologische Einmalpipetten Greiner Bio-one, DE
Skalpell B.Braun, DE
Sterile Pipettenspitzen Starlab, UK
Well-Platten Greiner Bio-one, DE
Zellkulturflaschen Greiner Bio-one, DE
Zellsiebe 100µm Greiner Bio-one, DE
Zentrifugenröhrchen, Falcon R© Greiner Bio-one, DE

A.3 Chemikalien, Puffer und Lösungen

Die Chemikalien, Puffer und Lösungen, die Anwendung in dieser Arbeit gefunden
haben sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien, Puffer und Lösungen.

Bezeichnung Hersteller

7-AAD Sigma Aldrich, USA
AlexaFluor R© 647 Cadaverine Life Technologies, Thermo Fisher Sci-

entific, USA
BrdU Cell Proliferation Assay Kit Cell Signaling Technologies, USA
Beta-Mercaptoethanol Life Technologies, Thermo Fisher Sci-

entific, USA

Fortsetzung nächste Seite
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Bezeichnung Hersteller

BSA Sigma Aldrich, USA
CellMask Plasma Membrane Stain Life Technologies, Thermo Fisher Sci-

entific, USA
CellTiter 96 R© AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay

Promega, USA

CellTrace Violet Life Technologies, Thermo Fisher Sci-
entific, USA

DBCO-PEG4-5/6-TAMRA Farbstoff Jena Bioscience, DE
DMSO Sigma Aldrich, USA
EDTA Sigma Aldrich, USA
Essigsäure Sigma Aldrich, USA
FBS Thermo Fisher Scientific, USA
FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit with 7-AAD

Biolegend, USA

GMCSF Bayer, DE
Histofix 4 % PFA Carl Roth, DE
Histopaque R© Sigma Aldrich, USA
humanes IL-4 Promokine, DE
humanes IL-7 Prospecbio, ISR
IMDM Medium ATCC, USA
Kalibrierungsbeads BD Biosciences, USA
Kalibrierungsbeads Partec, Sysmex, JPN
MACS, CD8 Beads Miltenyi Biotec, DE
murines IL-7 Prospecbio, ISR
Pacific Blue Annexin V Apoptosis De-
tection Kit with PI

Biolegend

PBS Life Technologies, Thermo Fisher Sci-
entific, USA

Penicillin/Streptomycin Life Technologies, Thermo Fisher Sci-
entific, USA

Proleukin R© s (IL-2) Novartis, CHE
Propidiumiodid Sigma Aldrich, USA
RPMI-1640 Medium Life Technologies, Thermo Fisher Sci-

entific, USA
Trypanblau Sigma Aldrich, USA
WGA AlexaFluor488 Thermo Fisher Scientific, USA
Zombie AquaTM Fixable Viability Kit Biolegend, USA
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A.4 Primäre Zellen und Zelllinien

In der nachfolgenden Tabelle sind die primäre Zellen und Zelllinien aufgelistet, die
in dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 10: Verwendete primäre Zellen und Zelllinien.

Bezeichnung Zelltyp Lieferant
2E8 Murine B-Lymphozyten aus Knochenmark ATCC, USA
Jurkat Immortalisierte CD3+ T-Lymphozyten DSMZ, DE
T-Zellen Periphäre mononukleäre Blutzellen, Transfusionszentrale

isoliert aus Buffy Coats Universitätsmedizin
Mainz, DE

iDCs Periphäre mononukleäre Blutzellen, Transfusionszentrale
isoliert aus Buffy Coats Universitätsmedizin

Mainz, DE

A.5 siRNA

In der nachfolgenden Tabelle sind die siRNAs mit Sequenzen oder Referenznum-
mern aufgelistet.

Tabelle 11: Verwendete siRNA.

Zielgen Sequenz/Ref. Nummer Lieferant
TNF 5’-GAGAUAACCAGCUGGUGGUGCCA-3’-Atto488, IBA, DE

Überhang dTdT am 3’
CD85j SI04166918, SI00090951 Qiagen, DE
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A.6 Antikörper

Die nachfolgende Tabelle beinhaltet alle Antikörper, die in dieser Arbeit verwendet
wurden.

Tabelle 12: Verwendete Antikörper

Bezeichnung Verwendung Hersteller
Anti-human CD3, Klone OKT3 Stimulierung AG Wölfel,

Unimedizin Mainz
Anti-human CD3, Klone OKT2 Stimulierung eBioscience, USA
Anti-human CD4, APC FCM Biolegend, USA
Anti-human CD4, PacificBlue FCM Invitrogen,

Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human CD4, PerCP FCM Biolegend, USA
Anti-human CD8, APC FCM Biolegend, USA
Anti-human CD8, APC-AlexaFluor750 FCM Invitrogen

Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human CD8, FITC FCM Biolegend, USA
Anti-human CD8, PacificBlue FCM Invitrogen

Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human CD8, PerCP FCM Biolegend, USA
Anti-human CD25, PE FCM Invitrogen

Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human CD69, TexasRed FCM BD Horizon, USA
Anti-human CD85j, APC FCM Biolegend, USA
Anti-human CD137, APC FCM Life Technologies

Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human CTLA-4 (CD152), APC FCM Life Technologies
Thermo Fisher
Scientific, USA

Anti-human IL-7R (CD127), FITC FCM Biolegend (USA)
Anti-human PD-1 (CD279), FITC FCM Biolegend (USA)
Anti-human Rab5 Immunfärbung Life Technologies
Anti-mouse IL-7R (CD127), FITC FCM Biolegend (USA)
Anti-mouse AlexaFluor488 Sek. AK Life Technologies
MACS Anti-human CD8 MicroBeads Aufreinigung Miltenyi Biotec (D)
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A.7 Software und Programme

In dieser Arbeit fanden folgende Programme Anwendung.

Tabelle 13: Verwendete Software und Programme.

Software Hersteller/Quelle
ChemBioDraw Ultra 14.0 Cambridgesoft, UK
FACSDiva Software BD Biosciences, USA
FCS Express 4 DeNovo Software, USA
FlowMax 3 Sysmex, Partec, JPN
Gimp 2.8 www.gimp.org
i-control 1.6.21 Tecan, DE
ImageJ (Fiji) http://rsbweb.nih.gov/ij/
Inkscape https://inkscape.org/de/
LAS AF confocal software Leica, DE
Mendeley https://www.mendeley.com/
MiKTeX 2.9 http://miktex.org/
MS Office Microsoft, USA
Origin 9.1 OriginLab, USA
TexStudio (LaTex) http://texstudio.sourceforge.net
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