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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Uberblick

Tumorerkrankungen sind eine der héufigsten Todesursachen in Deutschland. Die
klassischen Therapien — Stahl, Strahl und Chemotherapie — sind dabei effektiv in der
Beseitigung von Primérldsionen, zeigen aber Defizite bei der Eliminierung von Metastasen.
Tumorimmuntherapien nutzen die kdrpereigenen Mechanismen zur Krebsbekdmpfung und
konnen diese Defizite ausgleichen (Dougan und Dranoff 2009). So wird das menschliche
Immunsystem in die Lage versetzt eine effektive Immunantwort gegen Tumorzellen
aufzubauen und diese gezielt zu vernichten. Eine Schliisselrolle iibernehmen dabei die
Dendritischen Zellen (dendritic cells, DC), welche von Zanvil Cohn und Ralph M. Steinman
1973 beschrieben wurden (Steinman und Cohn 1973). Fiir die Entdeckung und Rolle der DC
in der adaptiven Immunitét erhielt letztgenannter 2011 den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin posthum. Die DC stellen eine heterogene Gruppe von professionellen Antigen-
prasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC) dar, die Antigene erkennen,
aufnehmen, prozessieren und gegeniiber T-Zellen prédsentieren. Sie steuern in Abhangigkeit
von der Art des Antigens die Auspriagung der Immunantwort, welche im Wesentlichen zellulér
oder humoral, aber auch toleranzinduzierend ablaufen kann (Steinman 2012, Steinman und
Banchereau 2007). Letzteres kann sich ereignen, wenn das Antigen von den DC nicht als
gefahrlich erkannt wird. Dieser Schutzmechanismus verhindert Immunantworten gegen
korpereigene Substanzen, fiihrt aber hiufig zur Toleranzentwicklung gegeniiber Krebszellen,
die anderen Korperzellen gleichen und die verschiedene sogenannte Tumor-Escape-
Mechanismen nutzen, um der Erkennung durch das Immunsystem zu entgehen (Gabrilovich
2004, Topfer et al. 2011).

Ein Ansatz der Tumorimmuntherapie dies zu verhindern, ist die Gewinnung von
Monozyten aus dem peripheren Blut von Patienten und die Differenzierung in vitro zu
humanen monozytiren Dendritischen Zellen (huMoDC). Diese werden mit Tumorantigenen
beladen, gereift und dem Patienten reappliziert, um eine Immunantwort gegen die Krebszellen
auszuldsen (Gilboa 2007). Diese individuelle Therapie ist noch weitgehend experimentell.
Lediglich Sipuleucel-T (Provenge®) ist von der FDA als erster Impfstoff zur Behandlung des

Prostatakarzinoms zugelassen und enthélt ein Fusionsprotein aus dem Tumorantigen
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prostataspezifische saure Phosphatase und dem Wachstumsfaktor GM-CSF (granulocyte
macrophage colony-stimulating factor) (Sims 2012). Generell umfassen die Schwierigkeiten
bei dieser Therapie die Selektion des geeigneten Tumorantigens sowie das effektive Targeting
und die Aktivierung der DC.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Herstellung und Charakterisierung eines bioabbaubaren
mikropartikuldren Antigen-Trégersystems aus Poly(pL-milchséure-co-glycolsdure) [poly(pL-
lactic-co-glycolic acid), PLGA], in das ein Modell-Antigen verkapselt ist. Die Oberfliche der
PLGA-Mikropartikel (PLGA-MP) soll mit Reifungsstimuli aus der Gruppe der Toll-/ike-
Rezeptor-Agonisten (toll-like receptor agonists, TLR-Agonisten) modifiziert werden. Fiir die
Entdeckung der TLR und deren Beschreibung bei der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems erhielten Beutler und Hoffman ebenfalls den Nobelpreis fiir Physiologie oder
Medizin 2011. Die TLR-Agonisten entsprechen zumeist konservierten molekularen Mustern,
die auf Pathogenen vorkommen (pathogen-associated molecular pattern, PAMP), und stellen
fiir die DC ein Gefahrensignal (danger signal) dar (Akira et al. 2006, Matzinger 2002). Durch
das bifunktionale Trigersystem sollen gezielt die DC, welche das Antigen aufgenommen
haben, aktiviert und eine Toleranzentwicklung verhindert werden. Weitere Vorteile der PLGA-
MP sind u. a. gute Gewebevertriglichkeit, verzogerte Freisetzung der Antigene und Schutz
derselben gegen extrazelluldre Proteasen sowie eine erhohte Phagozytoserate bei
PartikelgroBen unter 5-10 pm. Zudem kdnnen die in PLGA-MP verkapselten Antigene durch
Kreuzprésentation zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) aktivieren, welche fiir eine effektive
zelluldre Immunantwort gegen Tumore notig sind. Somit stellen mit TLR-Agonisten
modifizierte = PLGA-MP ein  vielversprechendes  Antigen-Trigersystem  fiir  die
Tumorimmuntherapie mit huMoDC dar, deren Wirkung auf APC in dieser Arbeit gleichfalls

untersucht wird.

1.2 Dendritische Zellen
1.2.1 Entdeckung und Unterklassen

Dendritische Zellen sind eine heterogene Gruppe von mononukledren professionellen
Antigen-prasentierenden Zellen, deren Hauptaufgabe die Einleitung der adaptiven

Immunantwort durch Erkennung, Aufnahme und Prozessierung von Antigenen sowie
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Prisentation der Antigenfragmente an naive antigenspezifische T-Zellen umfasst. Sie stellen
ein Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunitét dar und kontrollieren den
Verlauf der Immunantwort. Dabei konnen sie verschiedene T-Zell-Unterklassen aktivieren
oder unterdriicken und sind fiir den Erhalt des immunologischen Gedéichtnisses
mitverantwortlich (Steinman 2012, Steinman und Banchereau 2007). Steinman und Cohn
entdeckten sie 1973 bei der Beobachtung von Oberflichen-adhdrenten Zellen der murinen
Milz und benannten die DC nach ihren veréstelten Ausldaufern (Steinman und Cohn 1973).
Bereits 1967 postulierte Mosier das Vorkommen von ,,Hilfszellen* fiir die antigenspezifische
Aktivierung von T- und B-Zellen, blieb aber den Beweis fiir diese Zellen schuldig (Mosier
1967). Wesentlich friither, nimlich im Jahr 1868, berichtete Paul Langerhans von Hautzellen
mit rundlichem Leib und zierlichen Ausldufern. Allerdings hielt er diese nach ihm benannten
Langerhans-Zellen (LC) irrtlimlicherweise fiir Nervenzellen der Haut und konnte keinen
Zusammenhang zu ihrer immunologischen Funktion herstellen (Langerhans 1868).

Die DC im Menschen bestehen aus einem komplexen System, wobei eine einzige DC nicht
existiert, sondern viele verschiedene DC-Unterklassen nach Entstehung, Lokalisation,
Funktionen, Aktivierungszustand und Oberflichenmarkern unterschieden werden. Die
Heterogenitét der mononukledren, phagozytotisch aktiven Zellen und deren noch immer nicht
vollstindig geklarte Entstehungsgeschichte erschweren eine Einteilung der DC sowie eine
Abgrenzung gegen andere Zellen, wie z.B. Makrophagen (Collinetal 2011,
Geissmann et al. 2010). Die historische Unterteilung unterscheidet nach der angenommenen
Entstehung zwischen myeloiden DC, welche aus myeloiden Vorlduferzellen entstehen, und
plasmazytoiden DC (pDC), die aus lymphatischen Vorlduferzellen entstehen. Verschiedene
Formen von DC koénnen im Blut zirkulieren, in lymphatischen Organen lokalisiert sein oder in
nicht-lymphatischen peripheren Geweben vorkommen, z. B. epidermal, dermal und alveolar.
In physiologischer Umgebung befinden sie sich meist im Zustand der Homdostase (steady
state) und verdndern sich wéhrend des pathophysiologischen Entziindungsgeschehens.
Weitere Einteilungen unterscheiden nach der Lokalisation in den lymphatischen Organen
sowie zwischen LC, pDC, monozytiren inflammatorischen DC und zwei Arten von

klassischen myeloiden DC (Guilliams ef al. 2010).
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1.2.2 Gewinnung autologer DC fur die Tumorimmuntherapie

Die Vielfalt an DC in vivo erschwert die Entwicklung eines geeigneten Therapieregimes
zum Targeting dieser Zellen und die Auslésung einer tumorspezifischen Immunantwort.
Hingegen konnen in vitro generierte DC unter kontrollierten Bedingungen gewonnen und
eingesetzt werden. Diese autologen DC werden heutzutage in groBerem Umfang aus
Vorstufen des peripheren Blutes von Patienten hergestellt. Hierfiir werden entweder

CD14"-Monozyten oder CD34"-Vorlduferzellen isoliert und mit Hilfe verschiedener Zytokine

/ Patient \

peripheres Blut subkutan, intranodal,
intratumoral, intramuskuldr

zu DC differenziert.

Leukapherese
FElutriation
Antigen
GM-CSF + IL4 TNFo/ILP/IL6/PGE,
Monozyt unreife DC reife DC
E ! |
0 Tage 5 Tage 7 Tage

Abb. 1-1. Gewinnung von huMoDC aus dem peripheren Blut von Patienten und deren Beladung mit Antigenen,
Reifung und Reapplikation fiir die Immuntherapie.

Die Isolation von CD14"-Monozyten erfolgt normalerweise tiber Leukapherese des Blutes
und anschlieBende Gegenstrom-Zentrifugation, z. B. mit Hilfe des Elutra® Cell Separation
Systems (Elutriation). Eine weitere effektive Isolationsmethode aus Zellsuspensionen ist die
Bindung der Monozyten an anti-CD14-Antikoérper, die an magnetische Nanopartikel (NP)
gebunden sind (CD14-Microbeads), und die nachfolgende magnetische Abtrennung der NP
(MACS®, magnetic-activated cell sorting). Die isolierten CD14"-Monozyten kénnen durch
Zusatz von GM-CSF und IL4 innerhalb von fiinf bis sechs Tagen gezielt zu unreifen DC

(immature dendpritic cells, iDC) differenziert werden, welche interstitiellen myeloiden DC
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stark dhneln (Abb. 1-1, Peters ef al. 1991, Romani et al. 1994, Ruppert ef al. 1993, Sallusto
und Lanzavecchia 1994).

Hierbei wird der typische Monozyten/Makrophagen-Marker CD14 deutlich herunter
reguliert. Die erhaltenen iDC sind phagozytotisch aktiv und kénnen Antigene aufnehmen.
Gewohnlich werden sie nach der Antigenaufnahme mit einem Zytokin-Cocktail aus
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa), IL1f3, IL6 und Prostaglandin E, (PGE,) unter serumfreien
Bedingungen zu reifen DC (mature dendritic cells, mDC) ausdifferenziert (Jonuleit et al.
1997). Die Reifung ist ein kritischer Schritt fiir die Steuerung der spéter induzierten
Immunreaktion, weshalb héiufig auch andere Reifungsstimuli eingesetzt werden, die
Gegenstand aktueller Forschung sind. Die mDC koénnen nach Reapplikation an den Patienten
zu nahegelegenen sekundéren lymphatischen Organen migrieren und Antigenfragmente iiber
MHC-Molekiile an T-Zellen priasentieren. Da man sie aus humanen Monozyten gewinnt,
werden sie auch huMoDC genannt. Ebenfalls gebriuchlich ist die Bezeichnung IL4-DC
aufgrund des eingesetzten Zytokins. Sie kdnnen mit hoher Reinheit gewonnen und ihr
Reifungsgrad phénotypisiert werden. Deshalb sind sie im Vergleich zu anderen in vitro
generierten DC einfach standardisierbar und stellen den ,,Goldstandard fiir die Entwicklung
neuer DC-basierter Vakzine dar.

Die Gewinnung von DC aus CD34"-Vorlduferzellen ist aufgrund der geringen Anzahl im
peripheren Blut sehr aufwendig. Deshalb werden hdufig CD34"-Vorlduferzellen vor der
Isolierung durch Applikation von Flt3-Ligand (fins-related tyrosine kinase 3 ligand) aus dem
Knochenmark der Patienten mobilisiert (Fong e al. 2001, Maraskovsky et al. 2000). Die
Behandlung erhoht sowohl den Anteil an CDllc-Zellen, die zu pDC-artigen Zellen
differenzieren konnen, als auch den Anteil an CD11c¢"-Zellen im Blut, welche nach weiterer
Stimulation zu einem Gemisch von myeloidartigen DC, vorrangig LC und interstitiellen DC,
werden. Das erhaltene Produkt zur Vakzinierung ist meist sehr heterogen, was immunologisch
von Vorteil sein kann, aber die Standardisierung erschwert.

Die Tumorimmuntherapie mit in vitro hergestellten DC wird seit ca. 20 Jahren intensiv
erforscht (Romani et al. 1994, Tacken et al. 2007), wobei anfangliche Misserfolge v. a. auf die
Verwendung von iDC zuriickzufiihren sind (Hsu et al. 1996, Nestle et al. 1998), die eine
Immuntoleranz gegen die présentierten Antigenfragmente auslosen konnen. Einen guten
Uberblick iiber die Studienlage der Tumorimmuntherapie mit DC geben Palucka und
Banchereau (2012).
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Vorteile der ex vivo-Beladung von DC sind die hohe Kontrolle iiber den Reifungsstatus und
die Aktivierung der DC, die vor der Reapplikation bestimmt werden konnen. Die in vitro
kultivierten DC werden gezielt aktiviert, ohne weitere Immunzellen zu beeinflussen. Sie sind
nicht den in vivo vom Tumor sezernierten Mediatoren ausgesetzt, welche die Bildung,
Differenzierung und Reifung der DC negativ beeinflussen konnen (Gabrilovich 2004).
Weiterhin sind in vitro generierte DC ein Testmodell, um Antigen-Trigersysteme unter
kontrollierten Bedingungen vor der Anwendung in vivo zu untersuchen. Nachteilig ist die zeit-
und arbeitsintensive Gewinnung der DC von jedem Patienten und die nachfolgende meist
mehrstufige Bearbeitung und Kontrolle der DC vor der Reapplikation. Zudem werden
verschiedene DC-Unterklassen durch das ex vivo-Verfahren nicht aktiviert, die einen Einfluss
auf das Resultat der Immuntherapie haben konnten (Palucka et al. 2011). Der Anteil an
wandernden, nicht nodal reapplizierten DC, die fiir die T-Zellaktivierung zum nahegelegenen
Lymphknoten gelangen miissen, ist bei unzureichenden Reifungsprotokollen sehr gering
(de Vries et al. 2003). Dies kann durch eine Konditionierung mit proinflammatorischen
Zytokinen oder TLR-Agonisten verbessert werden (Randolphefal. 2005). Weitere
wesentliche Herausforderungen bei der Tumorimmuntherapie mit DC umfassen die Auswahl

des Tumorantigens sowie das Targeting und die Beladung der DC.

1.2.3 Reifung, Antigenerkennung und -aufnahme

Die klassische Theorie zur Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen durch DC geht
von der Lokalisation der DC an den Eintrittspunkten der Antigene aus. Die DC befinden sich
vorrangig unter den Epithelien und ihre Hauptaufgabe ist die Erkennung und Aufnahme von
Antigenen. Sie zeichnen sich durch eine hohe Antigenaufnahmerate, eine niedrige
Oberflachen-Expression von MHC-II-Molekiilen und von kostimulatorischen Molekiilen zur
T-Zellaktivierung, z. B. CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) und CD40, sowie das Fehlen des
Chemokinrezeptors CCR7, welcher die Migration zum nahegelegenen Lymphknoten
vermittelt, aus (Reis e Sousa 2006). In Analogie zu huMoDC, die einen vergleichbaren
Phénotyp aufweisen, werden diese DC auch als unreife DC bezeichnet. Treffen die iDC auf
einen geeigneten Reifungsstimulus, so differenzieren sie zu mDC. Reifungsstimuli werden
z. B. durch PAMP vermittelt, die durch Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors, PRR) von den DC erkannt werden (Seya et al. 2010). Zur Gruppe der PRR gehoren
u. a. die C-Typ-Lektin-Rezeptoren, RIG-I-/ike-Rezeptoren, NOD-/ike-Rezeptoren und TLR
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(Kumar ef al. 2011). Allerdings konnen Reifungsstimuli auch durch proinflammatorische
Zytokine oder durch Signale von sterbenden Zellen, sog. Gefahrensignale (danger- oder
damage-associated molecular patterns), bereitgestellt werden (Matzinger 2002). Hinsichtlich
der antitumoralen T-Zellantwort sind hierbei ausschlieBlich mit Zytokinen gereifte DC
solchen unterlegen, die nur mit TLR-Agonisten oder einer Kombination aus TLR-Agonisten
und Zytokinen gereift wurden (Maillard efal. 2004, Sporri und Reis e Sousa 2005,
Watchmaker et al. 2010 Zobywalski et al. 2007).

Infolge der Reifungsstimulation erhoht sich die Antigenaufnahmerate der DC zunéchst
deutlich (West ef al. 2004). Kurz danach wird die Antigenaufnahme komplett eingestellt, um
das im Zusammenhang mit dem Reifungsstimulus stehende Antigen im Inneren zu
konservieren (Sallusto und Lanzavecchia 1994, Steinman und Swanson 1995). Die Aufnahme
von exogenen Antigenen kann dabei iiber die Phagozytose oder die Pinozytose erfolgen. Die
Pinozytose wird nochmals in die Makropinozytose, die Clathrin-abhingige Endozytose, die
Caveolin-abhéngige Endozytose sowie die Clathrin- und Caveolin-unabhéngige Endozytose
unterteilt (Conner und Schmid 2003). Bei der Phagozytose werden feste Partikel in einem
GroBenbereich von tliber 0,5 pum bis maximal 5-10 um aufgenommen, was der Grofle von
Bakterien oder apoptotischen Zellfragmenten entspricht. Losliche Antigene und kleinere
Partikel (< 0,5 um) werden {liber Pinozytose aufgenommen. Hierbei ist die Makropinozytose,
also die Aufnahme von Volumina im unteren Mikrometerbereich, eine primire Eigenschaft
von iDC (West et al. 2000), wihrend andere Zellen, wie Makrophagen, diese erst nach
Stimulation zeigen (Francisefal. 1993). Sowohl die Makropinozytose als auch die
Phagozytose von exogenen Antigenen erfolgt durch die Aktin-abhéngige Bildung von
Pseudopodien oder Membranausstiilpungen, die das Antigen umschlieBen und zur
Internalisierung flihren. Im Falle der Phagozytose entstehen Phagosomen, welche das
partikulidre Antigen enthalten. Die Phagozytose kann unspezifisch {iber den partikuldren Reiz
oder in spezifischer Form iiber die Interaktion mit Rezeptoren auf den DC erfolgen.

Die unspezifische Phagozytose ist abhéngig von Art, GroBle, Konzentration, Hydrophilie
und Ladung der Partikel sowie der Inkubationszeit in vitro (Foged et al. 2005, Prior et al.
2002, Tabata und Ikada 1988, Thiele ez al. 2001, 2003). Hierbei werden kationische Partikel
besser phagozytiert als anionische, was im Wesentlichen auf einer elektrostatischen
Interaktion zwischen den positiv geladenen Partikeln und der negativ geladenen Zellmembran

beruht (Roser efal. 1998, Tabata und lkada 1990, Thiele ef al. 2001). Generell werden
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hydrophobe Partikel besser phagozytiert als hydrophile. Letztere werden im Gegensatz zu
hydrophoben oder kationischen Partikel v.a. ohne die Bildung von Pseudopodien
internalisiert. Stattdessen sinken sie in die Zelle, wobei ein lockerer Kontakt mit der
phagosomalen Membran besteht (de Chastellier und Thilo 1997, Thiele et al. 2003).

Die spezifische Aufnahme von Antigenen erfolgt iiber Rezeptoren, u. a. Fcy-Rezeptoren
(Fanger et al. 1996, Ravetch und Bolland 2001), Komplement-Rezeptoren (Kazatchkine und
Fearon 1990, Roozendaal und Carroll 2007), Integrine (Albert et al. 2000) und C-Typ-Lektin-
Rezeptoren (Kerrigan und Brown 2009), wie den Mannose-Rezeptor (Engering et al. 1997,
Ghotbi et al. 2011, Wattendorf et al. 2008), Dectin-1 (Goodridge ef al. 2011, Herre et al.
2004) oder DC-SIGN (DC-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3)-grabbing non-
integrin, CD209) (Tacken et al. 2005). Die DC-Aktivierung durch PAMP, z. B. TLR-
Agonisten, kann eine erhohte unspezifische Phagozytose zur Folge haben (West et al. 2004).
So stellten Lutsiak et al. (2002) eine anfdngliche Steigerung der Phagozytoserate von PLGA-
Nanopartikeln (PLGA-NP) durch huMoDC bei der Verwendung des TLR4-Agonisten
Monophosphoryl-Lipid A (MPLA) fest, welche auf die reifungsstimulierende Wirkung von
MPLA zuriickgefiihrt wurde. Weiterhin konnen DC Rezeptor-vermittelte Informationen iiber
die Art der aufgenommenen Partikel bei der Phagozytose erhalten, die den weiteren Verlauf
der Phagozytose, die Expression von Molekiilen, die Antigenprozessierung und -prisentation
sowie die Produktion und Ausschiittung von Zytokinen beeinflussen (Underhill und
Goodridge 2012). TLR spielen bei der Informationsvermittlung eine entscheidende Rolle. So
dndert sich die Signaltransduktion des auf der Zelloberfldche lokalisierten TLR4 bei der
Internalisierung derart, dass anstelle einer TNFa- eine IFNPB-Produktion veranlasst wird
(Husebye et al. 2010, Kagan et al. 2008, Zanoni et al. 2011). Die Rezeptor-Zusammensetzung
bzw. -Signaltransduktion &ndert sich mit der Bildung und Reifung des Phagosoms und infolge
dessen die Informationen, die die Zelle {iber den Inhalt im Phagosom erhélt. Auch der auf der
Zelloberfliche lokalisierte TLR2, welcher Lipopeptide (LP) von grampositiven Bakterien wie
Staphylococcus aureus erkennt, wird erst nach der Aufnahme und Digestion der Bakterien
verstirkt in die Phagosomen integriert und zeigt dann eine erhohte Empfindlichkeit gegen
TLR2-Liganden (Ip ef al. 2008, 2010, Underhill ez al. 1999, Wolf et al. 2011).

Die phagozytire Aufnahme von partikuliren Antigenen in Phagosomen ist filir die
Priasentation der Antigenfragmente sowohl auf MHC-II- als auch auf MHC-I-Molekiilen
(Kreuzprasentation an CTL) vorteilhaft (Burgdorf und Kurts 2008). So konnten verschiedene
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Arbeitsgruppen eine 1000-10000fache Aufnahme und Kreuzprisentation von partikulidren
Antigenen im Vergleich zu l16slichen exogenen Antigenen feststellen (Kovacsovics-
Bankowski ef al. 1993, Men et al. 1999, Shen et al. 1997). Letztere werden groBtenteils auf
MHC-II-Molekiilen prasentiert und nur in geringem Malle kreuzprisentiert. Die 16slichen
Antigene werden in Abhingigkeit von der Art der Endozytose in verschiedene friihe
Endosomen aufgenommen, welche unterschiedliche Reifungskinetiken aufweisen. Hieraus
kann eine andere Prozessierung und Prédsentation der Antigene resultieren (Burgdorf ef al.
2007, Lakadamyali et al. 2006). Deshalb sind partikuldre Antigen-Tragersysteme, wie PLGA-
MP, sinnvoll fiir die Induktion einer zelluliren CTL-Immunantwort, die fiir eine effektive
Bekdmpfung von Tumorzellen nétig ist.

Die Reifung der DC fiihrt zu einer vermehrten Expression von CCR7, dessen Liganden
CCL19 (CC-Chemokinligand 19) und CCL21 von sekundiren lymphatischen Organen
gebildet und sezerniert werden, was zu einer Chemotaxis und einer Wanderung der DC in die
T-Zell-Zonen fiihrt. Dabei verdndern die DC ihre Morphologie und weisen nun die
charakteristischen dendritischen Ausldufer auf, um mit moglichst vielen T-Zellen zu
interagieren.

Reife DC aktivieren in den sekunddren lymphatischen Organen antigenspezifische
zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten (CTL) sowie CD4'-T-Helferzellen. Hierzu exprimieren
mDC vermehrt MHC-Molekiile, iiber die Antigenfragmente an die T-Zellen prisentiert
werden. MHC-I-Molekiile werden von CD8-Rezeptoren auf CTL und MHC-II-Molekiile von
CD4-Rezeptoren auf T-Helferzellen gebunden. Die spezifische T-Zelle erkennt das
prasentierte Antigenfragment tiber ihren T-Zellrezeptor. Passt das Antigenfragment zum
T-Zellrezeptor stellt dies das erste Signal fiir die T-Zellaktivierung dar. Bei der Reifung
werden kostimulatorische Molekiile, wie CD80 und CD86, auf den DC verstirkt exprimiert,
welche tber die Interaktion mit CD28 auf der T-Zelle das zweite Signal filir die
T-Zellaktivierung bereitstellen (Abb. 1-2, Keir und Sharpe 2005). Werden beide Signale an
die T-Zelle weitergeleitet, so wird diese aktiviert und eine adaptive Immunantwort eingeleitet.
Fehlt hingegen das zweite Signal, so fiihrt dies zur Anergie der antigenspezifischen T-Zelle.
Diese periphere Toleranz stellt sicher, dass eine adaptive Immunreaktion nur gegen Antigene
eingeleitet wird, die in Zusammenhang mit einem Reifungsstimulus stehen und die keine
korpereigenen Molekiile darstellen. Durch das Doppelsignal aktivierte T-Zellen exprimieren

zudem den CD40-Liganden, der an CD40 auf den DC bindet und die DC zu einer



Einleitung

vollstindigen Reifung, d. h. zur vermehrten Expression kostimulatorischer Molekiile, sowie
zur Ausschiittung von Zytokinen veranlasst. Dieser Vorgang wird auch Lizenzierung
(licensing) genannt (Grewal und Flavell 1998). Des Weiteren entscheidet ein drittes Signal
iiber die Differenzierung in T-Zell-Unterklassen (Kalinski et al. 1999a), so vermittelt z. B. von
den DC ausgeschiittetes IL12p70 die Differenzierung von naiven CD4'-T-Zellen in
Tul-Zellen (Trinchieri 2003). Aktivierte antigenspezifische T-Zellen vermehren sich (klonale
Selektion und Expansion) und differenzieren in Effektor- und Gedéchtniszellen (Abb. 1-2).

unreife DC reife DC
CCR7

© TLR-Agonist

@ Antigen
O

@
Antigen ohne

TLR-Agonist

IL2R

antigenspezifische
T-Helferzelle

Anergie TH1-Effektorzelle

(Differenzierung und Expansion)

Abb. 1-2. Reifung von dendritischen Zellen und Interaktion mit antigenspezifischen T-Helferzellen.

1.2.4 Antigenprozessierung und -prasentation

Proteinogene Antigene werden durch DC intrazelluldr in Fragmente prozessiert und dann
iiber MHC-Molekiile an T-Zellen prisentiert. Hierbei werden exogene Antigene anders
prozessiert als endogene (Trombetta und Mellman 2005). Letztere befinden sich im Zytosol
von DC. Dort werden sie z. B. mit Hilfe von Ubiquitin markiert und durch das Proteasom und
weitere Proteasen in Peptide mit einer Linge von 10-20 Aminosduren zerteilt. Diese werden

durch den TAP (transporter associated with antigen processing) in das endoplasmatische
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Retikulum (ER) aufgenommen und weiter zu Peptiden mit einer Linge von 8-10
Aminoséduren hydrolysiert (Rock und Goldberg 1999). Die Peptide werden dort auf MHC-I-
Molekiile geladen, in Endosomen abgeschniirt und gelangen anschlieend zur Zelloberfléche,
wo sie die Antigenfragmente an CD8"-T-Lymphozyten prasentieren (Jackson und Peterson
1993, York und Rock 1996).

Hingegen werden exogene Antigene in Phagosomen aufgenommen und wéhrend der
Reifung der Phagosomen prozessiert. Bei der Reifung interagieren die Phagosomen sowohl
mit frithen und spdten Endosomen als auch mit Lysosomen, wodurch sie schlieBlich zu
Phagolysosomen werden (Chow und Mellman 2005). Dabei wird die Membran der
Phagosomen verdndert und der pH-Wert sinkt von ca. sieben auf Werte unter fiinf, welche
ideal fir die Aktivitit von lysosomalen hydrolytischen Proteasen sind (Trombetta ef al. 2003).
Die proteolytische Aktivitidt in DC ist aber deutlich geringer als z. B. in Makrophagen und
wird wihrend der Reifung der Phagosomen gesteuert (Delamarre ef al. 2005, Lennon-
Duménil ef al. 2002). Hieriiber werden sowohl die optimale Antigen-Degradation, d. h. die
Bildung von antigenen Epitopen ohne diese vollstindig proteolytisch zu zerstdren
(Delamarre et al. 2006), als auch die Beladung der MHC-II-Molekiile moduliert (Jensen 1990,
1991). Unbeladene MHC-II-Molekiile gelangen aus dem ER {iber Endosomen zu den
Phagosomen, mit denen sie fusionieren, und sind zunichst iiber ein Polypeptid, die
unverdnderliche Kette (Ii, invariant chain), vor der Beladung mit Peptiden geschiitzt. Im
Phagosom wird die Ii proteolytisch gespalten und die MHC-II-Molekiile koénnen mit
Antigenfragmenten, die eine Linge von ca. 12-25 Aminosduren aufweisen, beladen werden
(Bryant und Ploegh 2004). Diese erreichen die Zelloberfliche, wo die Antigenfragmente an
CD4'-T-Zellen bzw. T-Helferzellen préasentiert werden. Die Antigenpridsentation iiber
MHC-II-Molekiile kénnen lediglich APC, wie DC, Makrophagen und B-Zellen, in gréferem
Umfang realisieren, wihrend die Prisentation iiber MHC-I-Molekiile auf allen kernhaltigen
Zellen moglich ist (Mellman ef al. 1998, Schneider und Sercarz 1997).

Dendritische Zellen konnen exogene Antigene auch iiber MHC-I-Molekiile an CD8"-T-
Zellen prisentieren (Kreuzpriasentation). Zwar konnen andere APC, z. B. Makrophagen,
ebenfalls kreuzprésentieren, allerdings sind die DC ihnen hierbei deutlich {iberlegen
(Ackerman und Cresswell 2004). Bislang ungeklért ist der genaue Weg, wie DC phagozytierte
Antigene auf MHC-I-Molekiile laden und an die Zelloberfliche bringen. Im Wesentlichen

existieren drei Theorien, um diese Vorgénge zu erklaren.

11



Einleitung

Bei der ersten Theorie, der TAP-unabhéngigen Theorie oder dem ,,vakuolaren Weg®,
werden die Antigene im Phagosom gespalten und dort auf MHC-I-Molekiile geladen, ohne
das Zytosol zu erreichen (Kurotaki et al. 2007, Rock und Shen 2005). Dieser Weg der
Kreuzprésentation benotigt keinen TAP und ist nicht durch Proteasom-Inhibitoren hemmbar.
Essentiell fiir die Antigen-Degradation in den Phagosomen sind hierbei Phagosom-stindige
Proteasen, wie Cathepsin S, die durch den Protease-Inhibitor Leupeptin gehemmt werden
konnen (Shen et al. 2004).

Die zweite Theorie oder der ,,Phagosom-zum-Zytosol-Weg* geht von einer Translokation
der Antigene vom Phagosom in das Zytosol aus (Kovacsovics-Bankowski und Rock 1995).
Nachdem die Antigene das Zytosol erreicht haben, werden sie vom Proteasom gespalten, die
Fragmente tiber TAP ins ER transportiert, dort auf MHC-I-Molekiile geladen und gelangen
schlieBlich tiber Endosomen zur Zelloberfliche (Koch und Tampé 2006). Mitverantwortlich
fiir den Transport der Antigene aus dem Phagosom konnte das donutartige Protein SEC61
sein, welches eine Pore in der Phagosomen-Membran bildet, durch die die Antigene aus dem
Phagosom ins Zytosol gelangen (Koopmann ef al. 2000, Romisch 1999). Dieser Weg der
Kreuzprésentation ist durch Proteasom-Inhibitoren, wie Lactacystin, hemmbar.

Die dritte Theorie oder der ,,Phagosom-zum-Zytosol-zum-Phagosom-Weg* beruht auf der
Entdeckung, dass auch normalerweise ER-stindige Proteine, wie MHC-I-Molekiile und TAP,
in Phagosomen vorkommen (Ackerman ef al. 2003). Dadurch kdnnen Antigene, die aus dem
Phagosom ins Zytosol gelangen und anschlieBend durch das Proteasom fragmentiert werden,
iiber den Phagosom-stindigen TAP wieder ins Phagosom aufgenommen, dort auf MHC-I-
Molekiile geladen und schlieBlich zur  Zelloberfliche transportiert  werden
(Guermonprez et al. 2003). Der Transport der MHC-I-Molekiile vom ER zum Phagosom ist
bisher ungeklart. Denkbar ist, dass MHC-I-Molekiile auf der Zelloberfliche bei der
Phagozytose ins Phagosom eingeschlossen werden oder dass sie durch die Fusion von ER und
Phagosom dorthin gelangen, wobei die letztere Moglichkeit auch das Vorhandensein weiterer
ER-stindiger Proteine, wie TAP und SEC61, im Phagosom erklaren wiirde.

Die Kreuzprasentation auf MHC-I-Molekiilen ist eine wichtige Voraussetzung fiir die
Induktion einer CTL-Immunantwort, wodurch Tumorzellen direkt zerstort werden. Weiterhin
ist die Présentation der Antigenfragmente auf MHC-II-Molekiilen fiir die Aktivierung von
T-Helferzellen notig. In Abhéngigkeit vom Reifungszustand der Phagosomen konnen

phagozytierte partikulire Antigene zundchst in weniger saurem Milieu der frithen
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Phagosomen auf MHC-I-Molekiilen prisentiert werden. Anschliefend erfolgt eine stirkere
Ansduerung der Phagosomen, wodurch die Prisentation iber MHC-II-Molekiile ermdglicht
wird (Burgdorf und Kurts 2008). PLGA-MP konnen durch die verzogerte Freisetzung der
Antigene ihre Pridsentation sowohl iiber MHC-I- als auch {iber MHC-II-Molekiile
sicherstellen und verkapselte Antigene vor einer zu schnellen extra- und intrazelluldren
Degradation schiitzen. Die langer wihrende Bereitstellung der Antigene durch PLGA-MP ist
hinsichtlich der Priasentationsdauer ebenfalls von Vorteil, weil MHC-Molekiile nur kurzzeitig
auf der Oberfldache von DC fiir die Antigenpréisentation verfiigbar sind und fiir eine dauerhafte
Prisentation immer wieder neu mit Antigenfragmenten beladen werden miissen (Waeckerle-

Men et al. 2006).

1.2.5 T-Zellantwort

Die Interaktion von DC mit naiven CD4"- und CD8"-T-Zellen kann zur Differenzierung
dieser in funktionell unterschiedliche Effektor-T-Zellen fiihren. So konnen naive
CD4"-T-Zellen in Tyl-, Ty2- oder Tyl7-Zellen differenzieren sowie in follikuldre
T-Helferzellen (Try-Zellen) und regulatorische T-Zellen (T.). Naive CD8"-T-Zellen werden
zu effektorischen zytotoxischen T-Lymphozyten, die andere Zellen, z. B. virusinfizierte
Zellen oder Tumorzellen, zerstoren konnen.

Tumorspezifische CTL haben die Féhigkeit auch grofe metastasierende Tumore
langanhaltend zu vermindern und auszul6schen (Dudley ef al. 2002, Heslop et al. 1994,
Yee et al. 2002). Dafiir sollten die CTL in das Mikromilieu des Tumors eindringen, die auf
den Tumorzellen présentierten Peptid-MHC-I-Komplexe mit hoher Aviditit erkennen und
schlieBlich die Tumorzellen {iber die Ausschiittung von Granzymen und Perforinen zerstéren
(Appay et al. 2008). Ebenfalls essentiell fiir eine erfolgreiche Therapie sind die Induktion
durch geeignete DC, die Art der induzierten T-Helferzellen, die Abwesenheit von aktiven Ty,
und die Uberwindung der immunsuppressiven Tumorumgebung (Zhang und Bevan 2011).

Regulatorische T-Zellen kontrollieren und unterdriicken die Immunreaktion und
vermitteln somit Toleranz gegeniiber den ihnen prisentierten Antigenen. Sie stellen eine
heterogene Gruppe von T-Zellen dar, die einerseits natiirlich vorkommen und ihre Aufgaben
bei der Toleranzentwicklung im Thymus wahrnehmen, andererseits peripher aus naiven
CD4"-T-Zellen nach Aktivierung durch DC entstehen konnen (adaptive T.,). Regulatorische
T-Zellen differenzieren in Effektorzellen, welche den Transkriptionsfaktor FOXP3 (forkhead
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box protein 3) aufweisen, und konnen in Abhédngigkeit von den Umgebungsbedingungen
immunsuppressive Zytokine, wie IL10 und TGFp (transforming growth factor f) ausschiitten
(Josefowicz et al. 2012). Da sie CTL inhibieren, sollte ihre Entstehung durch tolerogene DC
fiir eine erfolgreiche Tumortherapie vermieden werden (Ménétrier-Caux et al. 2009).

Tru-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6), helfen
B-Zellen in Antikorper-ausschiittende Plasmazellen zu differenzieren und vermitteln so
humorale Immunitét (Crotty 2011).

Tul7-Zellen exprimieren den Transkriptionsfaktor ROR (retinoic acid receptor-related
orphan receptor), schiitten 1L17, IL21 und IL22 aus und vermitteln hoch entziindliche
Reaktionen bei der Abwehr von extrazelluldren Bakterien und Pilzen, welche nicht selten zu
einer Zerstorung des Gewebes fithren. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese
von vielen Autoimmunerkrankungen (Korn et al. 2009). Zudem konnten Muranski ef al. 2008
im Mausmodell eine Eradikation von Melanomen durch in vitro vermehrte Tyl7-Zellen
zeigen, die im Wesentlichen von der Interferon y-Ausschiittung der Zellen abhing.

Effektorische Tu2-Zellen produzieren 1L4, IL5 und IL13 und vermitteln eine humorale
Immunantwort gegen parasitire Erreger, wie Helminthen. Sie weisen den Transkriptionsfaktor
GATA3 auf. Pathologisch iiberwiegt v.a. bei allergischen Erkrankungen die
Tu2-Immunantwort. Tu2-Zellen begiinstigen die Tumorentwicklung direkt (Aspord et al.
2007) oder indirekt (DeNardo et al. 2009) durch die Stimulation von Makrophagen, die
wiederum tumorfordernde Substanzen, wie EGF (epidermal growth factor), sezernieren
(De Monte ef al. 2011). Zudem konnen sie die Entstehung von CTL durch Ausschiittung von
IL4 verhindern. Stattdessen entstehen zytotoxische T-Zellen vom Typ 2 (T.2), welche
aufgrund einer geringen Expression von Granzymen und Perforinen ungeeignet fiir die
Zerstorung von Tumorzellen sind (Sasaki et al. 2008).

Im Gegensatz dazu induzieren Tyl-Zellen iiber die Ausschiittung von Interferon y (IFNy)
eine zelluldre Immunantwort gegen intrazelluldre Pathogene, wie Viren, verschiedene Arten
von Bakterien und Protozoen, aber auch gegen Tumorzellen. Sie exprimieren den
Transkriptionsfaktor T-bet und sezernieren IL2. Tyl-Zellen konnen die Differenzierung und
Expansion von tumorspezifischen CD8"-T-Zellen giinstig beeinflussen (Pardoll und Topalian
1998) und sind fir die Bildung von CDS8'-T-Gedichtniszellen mitverantwortlich
(Nishimura ef al. 2000, Sun und Bevan 2003). Sie konnen tumornahe Makrophagen aktivieren

und so das Tumorwachstum verhindern (Corthay et al. 2005).
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Fir eine effektive Tumorimmuntherapie mit DC sollten diese CTL sowie Tyl- oder
Tul7-Zellen aktivieren, wihrend eine Stimulation von T, oder Ty2-Zellen unerwiinscht ist.
Die Polarisation der naiven CD4'-T-Zellen kann dabei durch die DC iiber das oben
beschriebene dritte Signal vermittelt werden (Kalinski ef al. 1999a). Dieses bestimmt die
Balance zwischen den verschiedenen T-Zell-Unterklassen. Welche T-Zell-polarisierenden
Molekiile von den DC exprimiert werden, ist u. a. abhingig von der Art der Pathogene,
welche die Reifung der DC auslosen, sowie von weiteren Mediatoren, die das Mikromilieu
der DC betreffen. Die Pathogene werden anhand ihrer PAMP iiber PRR, wie TLR, von den
iDC erkannt und beeinflussen die weitere Reifung, Expression von Oberflichenmolekiilen
und Ausschiittung von Zytokinen (Kapsenberg 2003). Beispielsweise fordern DC, die
intrazelluldren Erregern ausgesetzt wurden, Ty1-Antworten, wihrend DC, die mit Helminthen
interagierten, Tu2-Antworten auslosen (de Jongeral. 2002). Bestimmte Pathogene, wie
Candida albicans (Montagnoli et al. 2002), Plasmodium falciparum (Urban und Roberts
2002) und Bordetella pertussis (McGuirk ef al. 2002), konnen entweder die vollstindige
Reifung von iDC inhibieren oder die Reifung zu regulatorischen DC fordern und so eine
Tree-Antwort bewirken (Palucka und Bancherau 2002). Signale, die die Polarisation von
naiven CD4'-T-Zellen in T., fordern, sind IL10, TGFp, inhibitorische Molekiile der
B7-Familie, z. B. PD-L1 (programmed cell death ligand 1, B7-H1), PD-L2 (B7-DC), B7-H3
und B7-H4 (Latchman et al. 2001, Selenko-Gebauer ef al. 2003, Shin et al. 2003, Sica et al.
2003); Notch-Liganden, wie Jagged-1 (Hoyne ef al. 2000, Yvon ef al. 2003); sowie ILT3
(immunoglobulin-like transcript 3) und ILT4 (Vlad et al. 2009).

Hervorzuheben ist die immunsuppressive Wirkung von IL10. Dieses Zytokin verhindert
die Proliferation und Zytokinproduktion von T-Zellen indem es die Phosphorylierung von
CD28 und damit auch die weitere Signaltransduktion hemmt (Joss et al. 2000). Zudem fordert
es die Entwicklung von T., welche die Aktivierung anderer T-Zellen verhindern
(Levings et al. 2001). IL10 unterbindet die vollstindige Reifung von DC, deren
MHC-II-Expression (de Waal Malefyt et al. 1991) sowie die Bildung von IL12
(Steinbrink et al. 1997). Mit IL10 behandelte DC reifen zu regulatorischen DC, die ihrerseits
Tre induzieren. IL10 nimmt somit eine Schliisselstellung bei der Induktion von Toleranz
gegen Tumore ein, weshalb eine Produktion durch DC-basierte Tumorvakzine verhindert

werden sollte (Sato et al. 2011).
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Fiir die Polarisation von naiven CD4'-T-Zellen in Ty2-Zellen ist einerseits eine
verminderte Ausschiittung von Zytokinen der IL12-Familie nétig (Jankovic et al. 2000,
Kuipers et al. 2004), andererseits sind weitere Ty2-polarisierende Faktoren, wie I[L4 (Paul und
Zhu 2010) und OX40-Ligand (OX40L, CD252) (de Jong et al. 2002, Jenkins et al. 2007),
bedeutsam.

Tul-polarisierende Faktoren sind die Zytokine der IL12-Familie, wie IL12, IL23 und IL27
(Trinchieri 2003), die Typ-I-Interferone IFNa und IFNB (Bracci ef al. 2008), IL18 (Swain
2001) sowie der Integrin-Ligand ICAMI1 (intercellular adhesion molecule 1, CD54)
(Smits et al. 2002). Hierbei stellt IL12 vermutlich den stirksten Tyl-polarisierenden Faktor
dar (Athie-Morales ef al. 2004, Robinson und O'Garra 2002). Biologisch wirksam ist
IL12p70, welches aus einer leichten (p35) und einer schweren Kette (p40) besteht, die
kovalent miteinander verbunden sind. DC sezernieren IL12 nach der Interaktion mit
verschiedenen Pathogenen bzw. den von ihnen exprimierten PAMP, z. B. Lipopolysaccharide
(LPS), virale DNA oder doppelstrangige RNA, wobei das Ausmal3 der IL12-Ausschiittung
von der Art der Pathogene bzw. PAMP abhidngig ist. Dabei fiihrt die lokale IL12-Wirkung zu
einer Entziindungsreaktion und induziert die IFNy-Bildung durch natiirliche Killerzellen oder
durch CD4'-T-Zellen. Fiir eine effektive Polarisation der T-Zellen sollte die IL12-
Ausschiittung durch DC erst in der T-Zellzone der sekundiren lymphatischen Gewebe
erfolgen, wofiir u.a. die Interaktion zwischen CD40 und von der T-Zelle nach
Doppelstimulation bereitgestelltem CD40-Liganden verantwortlich ist. Die IL12-Sekretion
durch DC erfolgt nur kurzzeitig nach der Stimulation durch IL12-induzierende PAMP oder
Zytokine. Reifen die DC vollstindig, so reagieren sie vermindert auf PAMP oder andere
Ausloser der IL12-Bildung, wie IFNy (Kalinski ef al. 1999b). Dieses Phdnomen wird auch
»Auszehrung* oder ,,Paralyse” genannt und verhindert eine langanhaltende Produktion von
IL12 durch DC (Langenkamp ef al. 2000, Reis e Sousa et al. 1999). Dementsprechend sollte
die Ausschiittung von IL12 durch DC-basierte Tumorvakzine erst nach geeigneter Stimulation

auslosbar sein, aber nicht bereits vor der Anwendung erfolgen.
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1.3 Toll-like Rezeptoren

1.3.1 Uberblick

Dendritische Zellen, aber auch andere Zellen des Immunsystems, konnen Pathogene
anhand von PAMP {iiber PRR detektieren, was nach anschlieBender Signaltransduktion zur
Bildung und Ausschiittung von Zytokinen fiihrt (Akira et al. 2006). Die TLR stellen die am
besten untersuchte Gruppe der keimbahnkodierten PRR dar. Dabei unterscheiden TLR
zwischen , Fremd“ und ,,Selbst™ und erkennen eine Vielzahl von mikrobiellen Strukturen
relativ unspezifisch, welche aber von essentieller Bedeutung fiir die Mikroorganismen sind.
Eine Verdanderung der Strukturen, die eine TLR-Erkennung verhindern wiirde, ist ohne
schwerwiegende Folgen fiir die Mikroorganismen nicht moglich. Durch die TLR kann das
angeborene Immunsystem schnell auf eine mogliche Bedrohung des Organismus reagieren
bevor das adaptive Immunsystem wirksam wird. Zusitzlich kann der Ablauf der spiter
einsetzenden adaptiven Immunantwort in Abhédngigkeit von der Art der Pathogene beeinflusst
werden (Takeda et al. 2003). Benannt wurden die TLR aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit
zu den Translationsprodukten des Gens ,,Toll*, welches fiir die friilhe Embryonalentwicklung
der Fruchtfliege Drosophila melanogasta wichtig ist. Das von der Arbeitsgruppe um die
Biologin Christiane Niisslein-Volhard entdeckte Gen spielt zudem eine bedeutende Rolle bei
der Abwehr von Pilzerkrankungen (Lemaitre ez al. 1996). Im Menschen wurden bisher zehn
TLR (TLRI1-TLR10) nachgewiesen, wihrend in der Maus zwolf TLR (TLR1-TLRY und
TLR11-TLR13) existieren, wobei muriner TLR10 aufgrund einer retroviralen Insertion nicht
funktional ist.

TLR3, TLR7, TLR8 wund TLRY9 sind in intrazelluliren Vesikeln, wie dem
endoplasmatischen Retikulum, den Endosomen, den Lysosomen und den Endolysosomen,
lokalisiert. Sie erkennen v.a. Nukleinsduren, welche aus Viren oder phagozytierten
Pathogenen freigesetzt wurden. TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 und TLR10 sind
vorwiegend in der Zytoplasmamembran lokalisiert und erkennen extrazelluldre Pathogene,
wobei die Erkennung und Signaltransduktion auch nach der Internalisierung der Pathogene
erfolgen kann. So erkennen TLR4 Lipopolysaccharide aus bakteriellen Zellwdnden, TLRS
bakterielles Flagellin und TLR2 in Kombination mit TLR1 oder TLR6 bakterielle
Lipoproteine und Lipoteichonsduren (Abb. 1-3, Tab. 1-1, Kawai und Akira 2010). TLR

konnen neben mikrobiellen Stimuli auch durch endogene Liganden, wie Hitzeschockproteine
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und Fibrinogen, sowie synthetische Agonisten, z. B. LP (Pam,CysSKi, Pam;CysSK.),
Nukleinsduren [CpG-ODN, Poly(I:C)] und Imidazochinoline (Imiquimod, Resiquimod),
aktiviert werden (Tab. 1-1).

Tab. 1-1. TLR-Lokalisation und -Expression in verschiedenen APC sowie TLR-Liganden modifiziert nach
Lee et al. 2012, Schreibelt ef al. 2010 sowie Zarember und Godowski 2002.

TLR Zelluliire TLR-Liganden Expression
Lokalisation
physiologisch synthetisch myDC pDC huMoDC PMA-THP-1?
1 Plasmamembran TLR2/1: triacylierte LP BAS, + + + ++
Pam;CysSK4
2 Plasmamembran Peptidoglykane, Siehe TLR2/1 und ++ - ++ +
Phospholipomannane, = TLR2/6
tGPI-Mucin,
Héamagglutinin, Porine,
Lipoarabinomannane,
Glucuronoxylomannane,
HMGBI
3 Endosom dsRNA Poly(I:C) ++ - + +
4 Plasmamembran LPS, VSV- sMPLA + - ++ +
Glykoprotein G,

RSV-Fusionsprotein,
MMTV-Hiillprotein,

Mannane,
Glucuronoxylomannane,
Glycosylinositolphos-
pholipide, HSP60,
HSP70, Fibrinogen,
Nickel, HMGB1
5 Plasmamembran Flagellin + - + -
6 Plasmamembran TLR2/6: diacylierte LP, FSL1, MALP2, + - + +
LTA, Zymosan Pam,CysSK4
7 Endosom ssRNA Imiquimod, + + £ +
Resiquimod,
Loxoribin
8 Endosom ssRNA Resiquimod + - + +
9 Endosom DNA, Héamozoin CpG-A, CpG-B - ++ - -
und CpG-C ODN
10 Plasmamembran n. b. n. b. + + - -

a) TLR-mRNA-Expression infolge der Stimulation von THP-1-Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Abkiirzungen: BAS: synthetisches Analogon eines LP aus Bacillius cereus (Bacillus anthracis strain), dsRNA: doppelstringige RNA,
FSL1: S-(2,3-bispalmitoyloxypropyl)-CGDPKHSPKSF, HMGB 1: High-Mobility-Group-Box- I-Protein, HSP: Hitzeschock-Protein, LPS:
Lipopolysaccharide, LTA: Lipoteichonsédure, MALP2: 2 kDa schweres Makrophagen-aktivierendes LP, MMTV: Maus-Mammatumor-
Virus, myDC: myeloide DC, n.b.: nicht bestimmt, ODN: Oligodesoxynukleotide, pDC: plasmazytoide DC, Poly(I:C): Polyinosin-
Polycytidin-Séure, RSV: Respiratorischer-Synzytial-Virus, sSMPLA: synthetisches Monophosphoryl-Lipid A, ssRNA: einzelstrangige RNA,
tGPI-Mucin: Trypanosoma cruzi Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Mucin-artiges Glykoprotein, VSV: Vesikular-Stomatitis-Virus

TLR sind hufeisenférmige, transmembrandre Proteine vom Typ-I, deren Ektodoméne
Leucin-reiche Wiederholungen (leucin-rich repeats) enthilt und liber die PAMP detektiert
wird. Die transmembranire Domédne und die zytoplasmatische Toll-Interleukin-1-

Rezeptor(TIR)-Doméne sind fiir die nachgeschaltete Signaltransduktion nach erfolgter
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Ligandenbindung und Rezeptor-Dimerisierung verantwortlich (Kang und Lee 2011). Initiiert
wird die Signaltransduktion durch die Rekrutierung von sog. Adapterproteinen (Abb. 1-3).

Vier verschiedene dieser Adapterproteine, nimlich MyD88 (myeloid differentation primary
response protein 88), TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein, syn. Mal), TRIF (TIR
domain-containing adaptor protein inducing IFNp, syn. TICAM1) und TRAM (TRIF-related
adaptor molecule, syn. TICAM2), konnen iiber TIR-Doménen assoziiert werden. Die
verschiedenen TLR unterscheiden sich hinsichtlich der verwendeten Adapterproteine, wobei
MyD88 und TRIF auf unterschiedlichen Wegen der Signaltransduktion zur Bildung
verschiedener Zytokine fithren. Hingegen sind TIRAP und TRAM fiir die Zuordnung der
anderen beiden Adapterproteine zu den jeweiligen Rezeptoren verantwortlich (Barton und
Kagan 2009).

Alle TLR verwenden MyD88 als Adapter, ausgenommen TLR3, der TRIF verwendet.
TLRS, TLR7, TLR8 und TLRY nutzen ausschlieBlich MyD88 als Adapter. TLR2 bildet mit
TLR1 oder TLR6 Heterodimere und benétigt fiir die Rekrutierung von MyD88 zusétzlich
TIRAP. TLR4 ist der einzige TLR, der sowohl MyD88-abhéngige Signalwege, als auch TRIF-
abhédngige Signalwege aktivieren kann. Welcher Signalweg aktiviert wird, héngt von der
Lokalisation des TLR ab. Befindet sich der TLR4 in der Zytoplasmamembran, so rekrutiert
dieser nach Interaktion mit seinem Liganden MyD88 {iber TIRAP. Eine sich anschlieBende
Endozytose von TLR4 fiihrt zur Rekrutierung von TRIF iiber TRAM (Abb. 1-3, Barton und
Kagan 2009). Beide Signalwege sind fiir die Induktion von proinflammatorischen Zytokinen
nach TLR4-Aktivierung nétig (Kawai und Akira 2010).

In Makrophagen und klassischen DC fithren die MyD88-abhéngigen Signalwege iiber die
Aktivierung von mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) und dem Transkriptionsfaktor
NfkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) zur Bildung von
proinflammatorischen Zytokinen, darunter IL6 und TNFa. TRIF-abhingige Signalwege
aktivieren neben NfkB auch den Transkriptionsfaktor IRF3 (interferon-regulatory factor 3),
welcher zur Bildung von Interferonen des Typs I fiihrt. In pDC fiihrt die Ligation von TLR7
und TLR9 tliber MyD88-abhédngige Signalwege zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NfkB und IRF7, was ebenfalls die Bildung von proinflammatorischen Zytokinen und Typ-I-

Interferonen induziert (Kawai und Akira 2010).
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Triacylierte Diacylierte Flagellin LPS
Lipopeptide Lipopeptide

TLR4

extrazellulir
Zytoplasmamembran

intrazellulir
Phagozytose

TIRAP
MyDS8

Endolysosom

ssRNA

MAPK API
und NF«B
\ A Y \
Proinflammatorische Proinflammatorische

Tvp-I-Interferone Tvp-I-Interferone

Zytokine

Abb. 1-3. Lokalisationen und physiologische Funktionen von TLR. TLR sind Transmembranproteine, dic PAMP
extrazelluldr (TLR2/1, 2/6, 4, 5) oder intrazelluldr (TLR3, 4, 7, 9) erkennen. Die Aktivierung der TLR fiihrt zur
Rekrutierung von Adapterproteinen, wie MyD88, TRIF, TRAM und TIRAP, die tiber die zytoplasmatischen TIR-
Doménen an die TLR assoziiert sind. Alle TLR rekrutieren MyD88 als Adapterprotein, auler TLR3, der TRIF
verwendet. TLR4 aktiviert abhéngig von seiner Lokalisation extrazellulir die MyD88-abhingige
Signaltransduktion oder nach erfolgter Internalisierung die TRIF-abhidngige Signaltransduktion. Die
Signaltransduktion kann zur Aktivierung von MAPK und verschiedenen Transkriptionsfaktoren, darunter NfkB,
AP1, IRF3 und IRF7, fiihren, die die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen oder Typ-I-Interferonen
(IFNa und IFNp) veranlassen.
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Die Expression der TLR und die Folgen der TLR-Aktivierung unterscheiden sich zwischen
den verschiedenen Zelltypen und DC-Unterklassen (Tab. 1-1, Schreibelt ez al. 2010). Hierbei
zeigen huMoDC und myeloide BDCA1'-DC (BDCA, blood dendritic cell antigen) dhnliche
TLR-Expressionsprofile, hinsichtlich der extrazelluliren TLR1, TLR2, TLR4, TLRS und
TLR6 sowie der intrazelluliren TLR3 und TLRS. Die Aktivierung der TLR fiihrt in beiden
DC-Typen zur Reifung und Produktion von proinflammatorischen Zytokinen.

Matsumoto et al. zeigten 2003, dass myeloide BDCA17-DC und unreife huMoDC TLR2,
TLR3 und TLR4 exprimieren. Die Stimulation von TLR4 durch LPS fiihrt in beiden DC zur
Produktion des proinflammatorischen Zytokins IL12, wobei nur in huMoDC zusétzlich Typ-I-
Interferone iiber die intrazelluldre TRIF-abhidngige Aktivierung von TLR4 sezerniert werden
(Ito et al. 2002, Means et al. 2003). TLR1, TLR2 und TLR6 werden ebenfalls von huMoDC
und myeloiden DC exprimiert (Jarrossay et al. 2001). Die Aktivierung der TLR2/1- bzw.
TLR2/6-Heterodimere fiihrt zur Reifung der DC und zur Ausschiittung von verschiedenen
Zytokinen, z. B. IL6, IL8, IL10, IL12 und TNFa (Schreibelt et al. 2010). HuMoDC und
humane myeloide DC exprimieren im Gegensatz zu murinen DC keinen TLR9 und werden
durch TLR9-Liganden nicht aktiviert. Daher sind die vielversprechenden Versuche mit TLR9-
Liganden bei DC-Krebsimpfstoffen im Mausmodell nicht auf den Menschen iibertragbar.
TLRY wird nur von humanen pDC exprimiert, welche nach TLRO-Stimulation durch
unmethylierte CpG-DNA hohe Mengen an Typ-I-Interferonen ausschiitten, was zu einer
antiviralen Immunreaktion fiihrt. Weiterhin exprimieren pDC TLR7, der virale einzelstrangige
RNA erkennt, und TLR10, dessen Funktionen und Liganden bisher unbekannt sind
(Schreibelt et al. 2010). Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die Modifizierung von
PLGA-MP mit TLR2/1-, TLR2/6- und TLR4-Liganden, weshalb im Weiteren auf diese TLR
und ihre Agonisten ndher eingegangen wird. Zudem werden als Testsystem fiir die TLR-
Aktivierung makrophagendhnliche THP-1-Zellen verwendet, da diese die entsprechenden
TLR exprimieren und nach TLR-Stimulation proinflammatorische Zytokine sezernieren

(Tab. 1-1, Zarember und Godowski 2002).

1.3.2 TLR2/1, TLR2/6 und deren Agonisten

TLR2 wird durch viele verschiedene mikrobielle Produkte aktiviert; darunter bakterielle,
wie Lipoproteine und Peptidoglykane; pilzartige, z. B. Zymosan und Phospholipomannane;

sowie virale Komponenten, beispielsweise Himagglutinin (Masernvirus) und Herpes simplex
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(Zéhringer et al. 2008). TLR2 kann mit TLR1 oder TLR6 Heterodimere bilden, wobei der
jeweilige Dimerisierungspartner ligandenspezifisch ist. So bindet TLR2/1 bevorzugt
triacylierte Lipoproteine, wihrend TLR2/6 durch diacylierte Lipoproteine aktiviert wird. Die
Lipoproteine sind in bakteriellen Zellwdnden verankert und entstehen durch die
posttranslationale Modifizierung von extrazelluldren N-terminalen Cystein-Resten mit
Diacylglycerolen, wobei diacylierte Lipoproteine entstehen, die fiir grampositive Bakterien
und Mykoplasmen charakteristisch sind. Hingegen zeigen Lipoproteine von gramnegativen
Bakterien haufig eine dritte Acylierung, welche an der Aminogruppe des Cysteins durch eine
N-Acyltransferase erfolgt (Schenk et al. 2009). Synthetische LP ahmen den N-Terminus der
bakteriellen Lipoproteine nach, wobei an das zentrale Strukturelement S-Glycerylcystein
zumeist zwei (Pam,Cys) bzw. drei (Pam;Cys) Palmitinsdurereste gebunden sind. Diacylierte
synthetische LP binden die Fettsduren iiber Ester an das Glycerol, wiahrend bei triacylierten
LP die dritte Fettsdure iiber eine Amidbindung an das Cystein gekoppelt ist (Abb. 1-4). Das
acylierte S-Glycerylcystein stellt das wesentliche immunstimulatorische Motiv der LP dar
(Bessler et al. 1985, Seifert et al. 1990, Wiesmiiller et al. 1992). Der Peptidteil ist nur in
untergeordnetem Male fiir die Aktivierung der TLR verantwortlich und moduliert die
Immunantwort und Rezeptordimerisierung.

LP, die in Verbindung mit Antigenen eingesetzt werden, induzieren erstens die Reifung von
DC, d. h. die vermehrte Expression von MHC-II-Molekiilen, des Reifungsmarkers CD83 und
der kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 (Chua ef al. 2003, Hertz et al. 2001).
Zweitens stimulieren sie Makrophagen proinflammatorische Zytokine auszuschiitten, z. B.
TNFa und IL6 (Miihlradt und Schade 1991). Drittens fordern sie die Reifung und Aktivierung
von B-Zellen und steigern die Produktion von antigenspezifischen IgG und IgM
(Borsutzky ef al. 2005) und viertens verbessern sie die CTL-Antwort (Deres et al. 1989).
Synthetische LP wurden bereits in allen relevanten Tiermodellen und verschiedenen
klinischen Studien untersucht. Bisher wurden dabei keine toxischen oder andere
schwerwiegende Nebenwirkungen beobachtet. Sie konnen in groen Mengen GMP-konform
und reproduzierbar hergestellt werden, sind chemisch stabil und einfach zu lagern
(Spohn ef al.  2004). Deshalb sind sie interessante Kandidaten fiir den Einsatz als
immunologische Adjuvanzien in Impfstoffen.

Pam,CysSK,4 und Pam;CysSK, sind einfache di- bzw. triacylierte synthetische LP, deren
Peptidteil aus Serin und vier Lysinen besteht (Abb. 1-4). Die Kristallstruktur des Komplexes
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des TLR2/1-Heterodimers mit Pam;CysSKs entspricht dem Buchstaben ,m“. Die
N-terminalen Doménen zeigen nach aulen, wihrend die C-terminalen Doménen in der Mitte
zusammentreffen. Die Bindungsstellen fiir Pam;CysSK, befinden sich zwischen der zentralen
und der C-terminalen Region des TLR2/1-Heterodimers, wobei die beiden an das Glycerol
gebundenen Fettsduren eine weitrdumige hydrophobe Bindungstasche am TLR2 besetzen,
wihrend die dritte verbleibende Fettsdure sich in einem engen hydrophoben Kanal im TLR1
positioniert. Durch die Dimerisierung von TLR2 und TLR1 wird so eine gemeinsame
hydrophobe Bindungstasche fiir das triacylierte LP geschaffen, welches die beiden TLR-
Monomere {iiber die drei Fettsduren verbindet. Die Stabilitit des TLR2-TLR1-Pam;CysSK4-
Komplexes wird durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem TLR2/1-Heterodimer

und Glycerol bzw. dem Peptidriickgrat des LP weiter verbessert (Jin ez al. 2007).

a) Palmitinsdure {C 16:0)

Palmitinsdure (C 16:0)
WL Glycerol

HoN Cystein
0
Ry

Peptidrest
Peplidrest
PamQCysSKd: R,-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys
FSLL: R,-Gly-Asp-Pro-Lys-His-Pro-Lys-Ser-Fhe
MATLP2: R,-Gly-Asn- Asn- Asp- GlU-Ser-Asn-lle-Ser-Phe-Lys-Glu-Lys

b) Palmitinsdure (C 16:0)

e W\A/\w
Palmitinsdure (C 16:0)
I\ Glycerol

Palmitinsdure (C 16:0) k
HSCW\/\/\M/' NHﬁcySteiIl
0

Peptidrest
Peptidrest
PangCysSKﬁl: R, -Ser-Lys-Lys-Lys-Lys
Abb. 1-4. Chemische
OspA: R,-Asp-Thr-Asp-Ser-Ser-Ala-Ala-Thr-Lys-Lys-Thr-Ala Strukturen von syntheti-
BAS: R,-Ala-Gln-Glu-Lys-Glu-Ala-Lys- Ser-Glu-Leu-Asp-Tyr- Asp-Lys-Lys- Lys schen LP. - a) diacylierte LP;
b) triacylierte LP.
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TLR6 bildet, dhnlich wie TLR1, mit TLR2 ein ,,m“-férmiges Heterodimer nach der
Bindung von diacylierten LP, wie Pam,CysSK,. Im Gegensatz zu TLR1 ist bei TLR6 der
hydrophobe Bindungskanal fiir die dritte amidgebundene Fettsdure durch zwei Phenylalanine
blockiert, was die Spezifitdt des TLR2/6-Heterodimers fiir diacylierte LP bedingt (Kang et al.
2009).

Die Erkennung von LP durch TLR2/1- bzw. TLR2/6-Heterodimere ist an bestimmte
strukturelle Voraussetzungen der LP gekniipft, die Kang und Lee 2011 zusammenfassend
dargestellt haben. Dabei stellt die Interaktion der beiden an das Glycerol gebundenen
Fettsduren mit der hydrophoben Bindungstasche des TLR2 die wesentliche Triebkraft fiir die
Ligandenbindung dar. Erforderlich fiir eine Aktivierung von humanem TLR2 sind zwei
Fettsduren mit zwolf oder mehr Kohlenstoffatomen, die aufgrund der grof8en Bindungstasche
auch Z-Doppelbindungen enthalten oder verzweigt sein konnen. Weiterhin sind die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Glycerol bzw. Peptidriickgrat des Liganden und den
beiden TLR-Monomeren fiir die Heterodimerisierung wichtig, ohne die keine Aktivierung von
TLR2/1 bzw. TLR2/6 erfolgt. Bei triacylierten LP sollte die amidgebundene Fettséure fiir eine
TLR2/1-Aktivierung mindestens acht oder mehr Kohlenstoffatome aufweisen. Der Peptidteil
der LP hat den geringsten Einfluss auf die TLR2-Bindung und die Heterodimerisierung,
wobei das N-terminale Cystein essentiell fiir die kovalente Bindung und Positionierung des
Diacylglycerols ist, hydrophobe Bindungsstellen mit dem Schwefelatom auf den TLR besetzt
und deshalb nicht austauschbar ist. Die dem Cystein nachfolgende Aminoséure sollte klein
sein, z. B. Glycin, Alanin oder Serin, damit sie in den engen Kanal zwischen den TLR-
Monomeren passt, der durch die Ligandenbindung und Dimerisierung {iiber der
Bindungstasche entstanden ist. Die Aminosduresequenz nach der dritten Aminosdure ist
variabel. Diese Aminosdurereste interagieren nur noch schwach mit den TLR, modulieren die
Immunantwort und sind fiir die Wahl des Dimerisationspartners fiir TLR2 mitverantwortlich.

Komplexere diacylierte synthetische LP stellen FSL1 (fibroblast-stimulating lipopeptide 1)
und FSL2 dar (Abb. 1-4). FSL1 entspricht dem N-Terminus eines 44 kDa schweren
Lipoproteins aus Mycoplasma salivarium. FSL2 unterscheidet sich von FSL1 lediglich durch
die C-terminale Aminosdure Arginin, die das in FSL1 vorhandene Phenylalanin ersetzt. Dieser
Austausch flihrt zu einem Anstieg des isoelektrischen Punktes und zur Einfithrung einer bei
neutralem pH-Wert stark positiv geladenen Guanidingruppe in den Peptidteil, aber ebenfalls

zu einer geringeren Aktivierung von NFxB in THP-1-Zellen und TLR-transfizierten HEK293-
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Zellen durch FSL2 (Okusawa et al. 2004). Die hydratisierte positiv geladene Guanidingruppe
verhindert vermutlich die hydrophoben Wechselwirkungen des Peptidteils des Liganden mit
dem TLR und moduliert somit die TLR-Aktivierung. FSL1 zeigt groBe Ahnlichkeit zu dem
von Miihlradt ef al. 1997 synthetisierten 2 kDa schweren mykoplasmatischen LP MALP2
(macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa molecular mass, Abb. 1-4). Das aus
Mycoplasma fermentans stammende LP weist ebenfalls Pam,Cys als Grundstruktur auf und
aktiviert Makrophagen. Das RR-Stereoisomer, welches auch der natiirlichen Konformation
der Lipoproteine entspricht, ist aktiver als das RS- Stereoisomer (Takeuchi et al. 2000). Es ist
aber FSL1 hinsichtlich der immunstimulierenden Potenz unterlegen (Okusawa et al. 2004).
MALP2 stimuliert die Expression des Reifungsmarkers CD83 in huMoDC und erhéht die
Expression der kostimulatorischen Molekiile CD80, CD86 und CD40 sowie der MHC-I-
Molekiille HLA-ABC. MALP2 reduziert die Endozytose-Kapazitit von huMoDC und fiihrt
zur Ausschiittung von TNFa und IL10 (Weigtetal 2003). Zudem wurde MALP2
intratumoral bei zehn Patienten mit Pankreaskarzinom in einer Phase I/II-Studie eingesetzt
(Schmidt et al. 2007). Hierbei wurden 20 ug MALP2 gut toleriert und keine unerwiinschten
systemischen Wirkungen festgestellt.

Zu den komplexeren triacylierten synthetischen LP gehdren Analoga von OspA (outer
surface protein A) aus Borrelia burgdorferi, die kovalent an Pam;Cys gekoppelt wurden
(Abb. 1-4). Das lipidierte OspA wurde in LYMErix™, einem Impfstoff gegen die von
Spirochdten hervorgerufene Lyme-Borreliose, an iiber 20000 Menschen getestet. Nach
dreimaliger Impfung zeigten {iber 75 % der Probanden eine Serokonversion und schiitzende
IgG-Titer. Der Impfstoff wurde gut vertragen. So berichteten Lathrop et al. 2002 von 905
Féllen mit milden selbstlimitierenden Reaktionen und 59 Fillen mit Impfstoff-assoziierter
Arthritis bei liber 1,4 Millionen Impfdosen.

Ein weiteres triacyliertes synthetisches LP ist BAS, das aus Pam;Cys und einem
Hexadecapeptid besteht, welches dem N-Terminus eines Lipoproteins aus Bacillus cereus
entspricht (Abb. 1-4). Die immunstimulatorische Aktivitdt von gelostem BAS und liposomal
verkapseltem BAS untersuchte Wessinger 2010 an THP-1-Zellen. Die Aktivierung von
THP-1-Zellen wurde anhand der Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins TNFa
gemessen. In der Standardkonzentration eingesetztes gelostes BAS (10 ng/ml) bewirkte ca.

1/3 der TNFa-Ausschiittung, die durch LPS (10 ng/ml) erreicht wurde. Liposomal
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verkapseltes BAS (100 ng/ml) zeigte gegeniiber gelostem BAS (10 ng/ml) erst bei einer

10fach hoheren Konzentration eine vergleichbare Ausschiittung von TNFa.
1.3.3 TLR4 und dessen Agonisten

TLR4 erkennt zusammen mit seinem Kofaktor MD2 (myeloid differentation protein 2,
syn. LY96) LPS von gramnegativen Bakterien. MD?2 ist ein l9sliches Glykoprotein, welches
sich an die extrazellulire Domédne von TLR4 anlagert und im Verhéltnis 1:1 mit TLR4-
Monomeren ein stabiles Heterodimer bildet. Es wird fiir die Expression von TLR4 auf der
Zelloberfliche bendtigt und ist essentiell fiir die TLR4-abhingige zelluldre Antwort nach
LPS-Stimulation in vivo. So zeigen MD2-negative B-Zellen, Makrophagen und DC eine stark
verminderte Reaktion auf LPS. Ein weiterer Kofaktor, der die TLR4-abhingige zelluldre
Antwort auf LPS vermittelt, ist das losliche LBP (LPS-binding protein), welches an LPS
bindet und damit die Anlagerung an CD14 und die TLR4-Erkennung verbessert (Lee ef al.
2012).

LPS bestehen aus lipidierten Kohlenhydraten und befinden sich in der dufleren Membran
von gramnegativen Bakterien, wie Escherichia coli oder Salmonella-Arten (Raetz und
Whitfield 2002). Bei der Zerstdrung der Bakterien werden LPS frei und induzieren eine starke
Immunantwort, die einerseits den Organismus vor der Infektion mit Bakterien schiitzt.
Andererseits kann eine iiberschiefende Immunantwort zum septischen Schock flihren. Die
dafiir verantwortlichen Substanzen werden auch als Endotoxine bezeichnet, da ihr
Namensgeber Richard Pfeiffer (1858-1945) diese hitzestabilen Komponenten im Inneren von
Bakterienzellen vermutete und sie fiir die Ursache der Symptome von bakteriellen
Erkrankungen hielt (Beutler und Rietschel 2003). Spéter stellte sich heraus, dass die
Hauptkomponente der Endotoxine LPS waren. LPS bestehen nicht aus einem einzelnen
chemischen Molekiil sondern sind eher ein Gemisch verschiedener Molekiile, die sich in ihrer
Struktur voneinander unterscheiden (Raetz und Whitfield 2002). Hierbei produzieren
verschiedene Bakterien unterschiedliche Arten von LPS, zum Teil differieren die Strukturen
auch bei den gleichen Bakterien unter voneinander abweichenden Wachstumsbedingungen.
LPS bestehen im Wesentlichen aus drei Strukturkomponenten: Lipid A, einer Kernregion aus
Kohlenhydraten und einem variablen Polysaccharid, welches das O-Antigen des Bakteriums

darstellt (Abb. 1-5).
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Lipid A

ORI

Abb. 1-5. Schematische Darstellung von LPS aus Salmonella typhimurium modifiziert nach Ernst et al. 1999
und Rietschel ef al. 1994. ABE: Abequose (3,6-Didesoxy-D-galactose), GAL: Galactose, GLU: Glucose, HEP:
L-Glycero-D-Mannoheptose, KDO: 2-Keto-3-desoxyoctonsidure, MAN: Mannose, NAG: N-Acetyl-glucosamin,
RHA: Rhamnose.

Lipid A setzt sich aus mehreren langkettigen Fettsduren zusammen, die iiber
Esterbindungen an ein Riickgrat aus zwei Glucosaminen gebunden sind. Es lésst sich durch
milde saure Hydrolyse von der Kernregion abspalten und ist hauptsdchlich fiir die
immunologischen FEigenschaften von LPS verantwortlich (Galanos efal. 1985). Die
Glucosamine des Lipid A-Riickgrats sind miteinander iiber B-1-6-glykosidische Bindungen
verbunden. An das Disaccharid sind vier bis sieben Fettsduren, die 12-14 Kohlenstoffatome
lang sind, tiiber Ester oder Amide gebunden (Abb. 1-6). Lipid A ist aufgrund der
Phosphatgruppen in 1- und 4'-Position des Glucosamin-Riickgrats negativ geladen. In
verschiedenen Bakterienarten variieren die Anzahl und Struktur der Fettsduren. Weiterhin
konnen die Phosphatgruppen kovalent mit weiteren Phosphatgruppen, Phosphoethanolamin
und 4-Amino-4-deoxy-L-Arabinose modifiziert sein. Die Kernregion besteht aus
Kohlenhydraten, wie KDO (2-Keto-3-desoxyoctonsdure, syn. 3-Desoxy-D-manno-oct-2-
ulosonséure), HEP (L-Glycero-D-Mannoheptose), Glucose, Galactose und
N-Acetylglucosamin, und hat einen modulierenden Einfluss auf die immunologische
Aktivitit. Das sich an die Kernregion anschliefende lange Polysaccharid oder O-Antigen
besteht aus sich wiederholenden Einheiten und ist sehr variabel. Die Struktur und Anzahl der
sich wiederholenden Einheiten unterscheiden sich bei verschiedenen Bakterienarten und
-stimmen (Erridge et al. 2002, Rietschel et al. 1994).

Die Bindung von LPS an TLR4-MD2-Heterodimere induziert deren Dimerisierung und
ermoglicht so die Signaltransduktion ins Zellinnere. Dabei sind die hydrophoben
Fettsdurereste und die hydrophilen Phosphatgruppen des Lipid A fiir die Dimerisierung von
entscheidender Bedeutung. Fiir eine optimale Dimerisierung und immunologische
Aktivierung sind sechs Fettsdurereste mit 12-14 Kohlenstoffatomen notig. Bereits eine
Fettsdure mehr oder weniger flihrt zu einer Reduktion der inflammatorischen Aktivitit um das

100fache. Fehlen zwei Fettsduren, so zeigt LPS keine agonistische Aktivitit an TLR4 mehr.
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Ebenso fiihrt das Entfernen einer Phosphatgruppe zur Reduktion der LPS-Aktivitdt. Die
Kernregion und das O-Antigen werden fiir die Dimerisierung der TLR4-MD2-Heterodimere
nicht benotigt und sind fiir die inflammatorischen Wirkungen von LPS vernachlissigbar. Sie
beeinflussen aber die physikochemischen Eigenschaften von LPS und interagieren mit
Proteinen, die den Transport und Abbau von LPS bewerkstelligen (Kang und Lee 2011).

Aus Bakterien isoliertes LPS bzw. Lipid A kann mit weiteren immunologisch aktiven
Substanzen verunreinigt sein, die u.a. TLR2 aktivieren konnen (Hirschfeld ef al. 2000,
Lee et al. 2002). Zudem weisen diese Substanzen eine hohe inflammatorische Toxizitdt auf,
die zum septischen Schock fiihren kann. Deshalb werden als Impfstoff-Adjuvanzien hoch
gereinigte oder synthetische Derivate des Lipid A eingesetzt, bei denen zur Reduktion der
Toxizitdt eine Phosphatgruppe entfernt wurde (Johnson 1994). Ein Beispiel hierfiir ist
synthetisches Monophosphoryl-Lipid A (sMPLA) aus E. Coli, welches lediglich eine
Phosphatgruppe in 4'-Position aufweist und sechs Myristinsdure-Reste (C14) enthalt
(Abb. 1-6). Damit ist es aktiver als natiirliches MPLA aus E. Coli, da dieses ein Gemisch aus
MPLA mit fiinf, sechs oder siecben Myristinsdure-Resten darstellt.

Lipid A aus Escherichia coli Lipid A aus Salmonella minnesota sMPLA
s .0
O\F‘/{\ %Oio O\F‘/f\ /&A, %, O“P// 4 OHO ©
wo! o r@/%%ﬁ\ ° fé/ 1” Ho \Oﬁ&:@/’—'%o 1
O /\ o o o Q= MH 0 == MH
0= o aH
o o &
o HO o HO o
0 HO o o HO
o o o HO
s]
CHy oH CH;
C14 Chs cma CH, 14 Cha
Chy C14 cl4 CHy c1a oH
c12 c12 3 CH
CHy CHy 14 Chy 0143 CH,
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CHs
HsC 14 CHs
C16 cl4

Abb. 1-6. Chemische Strukturen der Lipide A aus Escherichia coli und Salmonella minnesota nach Johnson
1994 sowie synthetisches Monophosphoryl-Lipid A aus Escherichia coli (InvivoGen, Toulouse, Frankreich).

Das Adjuvans AS04, welches in zugelassenen Impfstoffen gegen HPV und HBV
eingesetzt wird, besteht aus 3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl-Lipiden A (MPL®), die an
partikuldre Aluminiumsalze adsorbiert wurden (Gargon 2010). MPL® wird aus LPS des

Salmonella minnesota-Stamms R595 gewonnen und besteht aus einer Mischung
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verschiedener 3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl-Lipide A. Dabei sind die Positionen 1, 3, 4
und 6' des Glucosamin-Riickgrats nicht substituiert. Die Positionen 2, 2' und 3' kénnen mit
den Fettsduren Myristinsdure, 3-(R)-Hydroxymyristinsdure oder 3-(R)-Acyloxymyristinsdure
substituiert sein, wobei die absolute Anzahl an Fettsdureresten zwischen drei und sechs
variieren kann (Gargon und Leo 2010). Ismaili ef al. beobachteten 2002, dass MPL® in hoher
Dosis (100 pg/ml) zur Reifung von huMoDC, d. h. zur vermehrten Expression von HLA-DR,
CD80, CD86, CD40 und CDS83, sowie zur Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins
IL12 fiihrte. Die Reifungsstimulation war schwécher ausgeprigt als bei LPS, reichte aber fiir
eine effiziente T-Zellstimulation aus. Eine niedrigere Dosis MPL® (5 pg/ml) verursachte keine
Reifung der huMoDC. MPL® wird allein oder zusammen mit anderen Adjuvanzien,
beispielsweise mit Zellwandbestandteilen von Mycobacterium phlei (Detox®™, Biomira Inc.),
dem Saponin QS21 (ASO01B, AS02B, GSK Biologicals) oder der Kombination aus QS21 und
CpG-Oligonukleotiden (AS15, GSK Biologicals), bei einer Vielzahl von experimentellen
Krebsimpfstoffen als Adjuvans eingesetzt. Darunter befinden sich Impfstoffe gegen
kolorektale Karzinome, Prostatakarzinome, Melanome, Mammakarzinome und Karzinome,
die die Tumor-assoziierten Antigene MAGE3, MUCI, ras und Sialyl-Tn {iberexprimieren
(Cluff 2010). Weiterhin wird MPL® als sicheres Adjuvans betrachtet. So wurde das
Sicherheitsprofil des HPV-Impfstoffs Cervarix™ (AS04 als Adjuvans) mit dem eines HAV-
Impfstoffs (Aluminiumsalze als Adjuvans) in einer Kohorte von ca. 30000 Médchen und
Frauen miteinander verglichen. Dabei zeigte die Verumgruppe vermehrt lokale und
generalisierte Symptome, die leicht bis moderat waren und nur kurzzeitig auftraten.
Hinsichtlich der schwerwiegenden unerwiinschten Ereignisse sowie dem Auftreten von neuen
chronischen oder Autoimmunerkrankungen unterschieden sich die Verum- und

Kontrollgruppe nicht (Descamps et al. 2009).

1.4 Antigen-Trdgersysteme

Zur Verbesserung der durch DC-Vakzine ausgeldsten Immunantwort gegeniiber von wenig
immunogenen Antigenen, z. B. Tumorantigenen, werden einerseits immunstimulatorische
16sliche Adjuvanzien, wie TLR-Agonisten, eingesetzt. Andererseits werden partikulédre
Antigen-Tragersysteme fiir die optimale ,,Lieferung” der Antigene an die DC verwendet.

Diese sollen die Aufnahme der Antigene durch die DC erh6hen und ihre Priasentation sowohl
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iiber MHC-II- als auch iiber MHC-I-Molekiile (Kreuzprisentation) sicherstellen. Letzteres ist
die Voraussetzung fiir die Aktivierung von CTL, die wesentlich zur Tumorzerstdrung
beitragen. Eine kontrollierte verzogerte Freisetzung der Antigene (Depoteffekt) ist von
Vorteil, um eine langanhaltende Priasentation der Antigenfragmente auch bei hohem Durchsatz
der MHC-Molekiile auf den DC zu gewihrleisten. Die beladenen Antigen-Tragersysteme
sollten fiir langere Zeit stabil sein und das Antigen vor schidigenden &duferen Einfliissen, z. B.
extrazelluldren Proteasen, sowie einem zu schnellen intrazelluldren Abbau schiitzen. Letzterer
fiihrt zu einer verminderten Antigenprésentation iiber MHC-I-Molekiile (Burgdorf und Kurts
2008). Wiinschenswert ist ebenfalls eine Kompatibilitdt mit unterschiedlichen Antigenen,
z. B. hydrophile und hydrophobe Substanzen, Peptide sowie Proteine, darunter auch Glyko-
und Lipoproteine, und ein vollstindiger, riickstandsloser Abbau in vivo (Bioabbaubarkeit).
Die Antigen-Tragersysteme sollten sicher sein und keine Schidigungen der DC und des
Organismus hervorrufen. Weiterhin sind eine einfache und reproduzierbare Herstellung unter
GMP-Bedingungen sowie geringe Gesamtkosten vorteilhaft. Fiir eine stirkere
immunologische Reaktion und eine gezielte Beeinflussung der Ausprigung der
Immunantwort sollten die Antigen-Tragersysteme das Antigen zusammen mit dem
Immunstimulanz ~ (Reifungsstimulanz) in dieselbe DC transportieren (co-delivery).
Entscheidend fiir eine erfolgreiche Krebsimmuntherapie mit DC-Vakzinen ist dabei der
Zeitpunkt der Antigenaufnahme im Zusammenhang mit der Reifungsstimulation, z. B. durch
TLR-Agonisten. Werden die Antigene vor dem Reifungsstimulus von den iDC aufgenommen
und die DC in der Folge nur unzureichend gereift, konnen diese DC Immuntoleranz gegen die
prasentierten Antigenfragmente induzieren. Erreicht aber der Reifungsstimulus die iDC vor
den Antigenen, so reifen die DC friihzeitig, woraus eine verminderte Antigenaufnahme und
eine unzureichende Antigenprésentation resultieren konnen. Des Weiteren zeigten Blander
und Medzhitov 2006, dass die Lokalisation des Antigens und des Reifungsstimulus, dort in
Form des TLR4-Agonisten LPS, zusammen in einem Phagosom in den DC fiir eine effiziente
Préasentation der Antigenfragmente iiber MHC-II-Molekiile an CD4"-T-Zellen bedeutsam ist.
Schlosser et al. (2008) beobachteten am Mausmodell eine stirkere CTL-Immunantwort, wenn
das Antigen und Polyinosin-Polycytidin-Saure [Poly(I:C), TLR3-Ligand] bzw. CpG-
Oligonukleotide (TLR9-Ligand) zusammen in einer mikropartikuldren Formulierung
verkapselt wurden, wihrend Mischungen aus Antigen-beladenen PLGA-MP mit gelostem

TLR-Ligand oder TLR-Ligand-beladenen PLGA-MP unterlegen waren. Fiir eine effektive
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Tumorimmuntherapie mit DC sollte ein Antigen-Trigersystem verwendet werden, welches
die Aufnahme des Antigens zusammen mit dem TLR-Liganden in dasselbe Phagosom
gewdhrleistet. Zudem werden durch die Verbindung von Antigen-Trigersystem und
Immunstimulanz Toxizitdten oder unerwiinschte Nebenwirkungen der Immunstimulanzien
nach parenteraler Applikation der DC-Vakzine lokal begrenzt. Héufig wird auch eine
Reduktion der Gesamtkonzentration des Immunstimulanz erreicht.

Potenzielle partikulire Antigen-Tragersysteme fiir das Targeting von DC und die
gleichzeitige Applikation von Antigen und Immunstimulanz stellen u. a. O/W-Emulsionen,
immunstimulierende Komplexe (ISCOM, immune-stimulating complexes), Virus-artige
Partikel (VLP, virus-like particles), Liposomen sowie polymere Mikro- und Nanopartikel dar.
In Tabelle 1-2. sind verschiedene Antigen-Trégersysteme, die Antigene zusammen mit TLR-
Agonisten tragen, aufgefiihrt.

Fir die effektive Aufnahme der Antigen-Trigersysteme durch APC ist deren Grof3e
entscheidend. Partikel, die groBer als 0,5 pm sind, werden bevorzugt durch Phagozytose
aufgenommen, wihrend kleinere Partikel und 16sliche Antigene endozytiert werden (Burgdorf
und Kurts 2008). Fiir die effiziente Kreuzpriasentation ist die Aufnahme in Phagosomen
vorteilhaft (Ackerman et al. 2003). So werden 16sliche Antigene v. a. iiber MHC-II-Molekiile
prasentiert und nur in geringem AusmalBl iiber MHC-I-Molekiile kreuzpréisentiert
(Lakadamyali et al. 2006). Abzugrenzen davon ist die Auslosung einer stirkeren CTL-
Antwort durch PLGA-NP (<500 nm) im Vergleich zu PLGA-MP (> 2 um) in vivo, wenn
diese parenteral appliziert und nicht direkt fiir die Beladung von DC verwendet werden
(Nixon et al. 1996). Dieser Sachverhalt ist u. a. auf die bessere Penetration der NP in die
lymphatischen Gewebe und die dort erfolgenden Interaktionen mit den DC in vivo
zuriickzufiihren.

Partikel, die grofer als fiinf bis zehn Mikrometer sind, werden durch APC nur noch
vermindert aufgenommen bzw. fithren zu ihrem Absterben (Wischke 2006, S. 88-91). Der
GroBenbereich der Antigen-Trigersysteme fiir die Beladung von huMoDC beginnt zwischen
20-200 nm fiir VLP, ISCOM und NP, steigt auf 100-200 nm fiir kleine Liposomen an und
endet im Bereich von 100 nm-20 pm fiir groBere Liposomen, O/W-Emulsionen und

Mikropartikel (MP) (Bachmann und Jennings 2010).
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Tab. 1-2. Partikuldre Antigen-Tragersysteme fiir die gleichzeitige Applikation von Antigen und TLR-Liganden

(co-delivery).

Antigen- TLR TLR-Ligand Antigen Quelle
Trigersystem
O/W-Emulsion (AS02) TLR4 MPL® HBV-OAg Vandepapeliére ef al.
2008
O/W-Emulsion (MF59) TLR4 E6020 N/H (Intluenza) Baudner ef al. 2009
Liposomen TLR2/1 Pam;CAG Hamagglutinin Espuelas ef al. 2005
Liposomen TLR2/6 Pam,CAG Hamagglutinin Espuelas ef al. 2005
Liposomen TLR3 Poly(I:C) Ovalbumin, Zaks et al. 2006
gp 61-Peptid
Liposomen TLR4 LPS HBV-OAg Jain et al. 2008
Liposomen (AS01) TLR4 MPL® HBV-OAg Vandepapeliére er al.
2008
Liposomen (L-BLP25) TLR4 MPLA MUC1-Peptid Samuel ef al. 1998,
Sangha und Butts 2007
Liposomen TLR4 Lipid A Malaria-Antigen Alving et al. 1992
Liposomen TLR7 3M-019 Ovalbumin Johnston ef al. 2007
Liposomen TLRY Plasmid-DNA HBV-OAg Girsel ef al. 1999
Liposomen TLRY CpG-ODN N/H (Influenza), Joseph ef al. 2002
HBV-OAg
Liposomen TLR9 CpG-ODN Ovalbumin Gursel ef al. 2001
Liposomen TLRY CpG-ODN Ovalbumin, Zaks et al. 2006
gp 61-Peptid
Liposomen TLR9 CpG-ODN TT Tafaghodi et al. 2006
Liposomen TLRY CpG-ODN TRP2-Peptid Jérome et al. 2006
Chitosan-NP TLR2/1 Pam;Cys (kovalent Plasmid-DNA Heuking et al. 2009
gekoppelt an Chitosan-
Derivat)
PLGA-MP TLR3 Poly(I:C) BSA Wischke et al. 2009
Polyketal-MP TLR3 Poly(I:C) Ovalbumin Hetfernan et al. 2009
PLGA-NP TLR4 MPLA MUC1-Peptid Elamanchili et al. 2007
PLGA-NP TLR4 MPLA HBV-KAg Chong et al. 2005
PLGA-NP TLR4 7-Acyl-Lipid A TRP2 Hamdy et al. 2008
Polyanhydrid-NP TLRS Flagellin Ovalbumin Salman ef al. 2009
Polypropylensulfid-NP TLRS Flagellin Ovalbumin Stano et al. 2011
PLGA-MP TLRY CpG-ODN Ovalbumin-Peptid Fischer et al. 2009
PLGA-MP TLR9 CpG-ODN Ovalbumin San Roman ef al. 2008
PLGA-MP TLRY CpG-ODN p 55 gag, gp 120 env  Singh ef al. 2001
(HIV)
Alginat-beschichtete  TLRY9 CpG-ODN HBV-OAg Borges et al. 2008

Chitosan-NP

Abkiirzungen: 3M-019: (2E. 3E)-2-[(4-chlorophenyhydrazinylidene]-3-hydrazinylidene-1-thiophen-2-ylpropan-1-
on; ASO01: adjuvant system 01, liposomale Formulierung mit MPL® (3-O-desacyl-4'-monophosphoryl-Lipide A) und
QS21 (Saponin-Extrakt aus der Rinde von Quillaria saponaria); AS02: adjuvant system 02, O/W-Emulsion mit MPL®
und QS21; BSA: bovines Serumalbumin; CpG-ODN: DNA-Oligonukleotide mit hohem Anteil an unmethylierten
CpG-Motiven (C: Cytosin, p: Phosphat, G: Guanin): E6020: synthetisches dimeres Phospholipid: gp 61-Peptid:
synthetisches Fragment der Aminoséuren 61 bis 80 eines Glykoproteins des lymphozytaren Choriomeningitis-Virus;
HBV-KAg: Hepatinis B Virus-Kernantigen; HBV-OAg: Hepatitis B Virus-Oberflichenantigen; L-BLP25:
liposomales Vakzin mit 25 Aminosiure-langem lipidierten Peptid der Kernregion des TAA MUC! und MPLA als
Immunstimulanz; LPS: Lipopolysacchanide; MF359: microfluidized emulsion 39, O/W-Emulsion mut Squalen,
Tween® 80 und Span® 85, ca. 150 nm TrépfchengréBe; MP: Mikropartikel; N/H: Neuraminidase/Hamagglutinin;
Pam,CAG: synthetisches diacyliertes Lipopeptid mit Pam,Cys-Grundstruktur und Ala-Gly als Peptidteil; NP:
Nanopartikel;: Pam;CAG: synthetisches triacyliertes Lipopeptid mit Pam;Cys-Grundstruktur und Ala-Gly als
Peptidteil, PLGA: poly(lactic-co-glycolic acid); Poly(I:C): Polymosin-Polyeytidin-Saure; TRP2: melanocyte
differentiation antigen tyrosinase-related protein 2: TT: Tetanus-Toxoid

O/W-Emulsionen, beispielsweise die squalenhaltige MF59 (microfluidized emulsion 59),
werden hauptsdchlich als Adjuvans fiir direkt applizierte prophylaktische Impfstoffe, wie
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Influenza-Vakzine, verwendet. APC invivo sollen die mit Antigen assoziierten
Emulsionstropfchen aufnehmen und die immunstimulatorische Wirkung tiber eine Zytokin-
Ausschiittung vermitteln (Dupuis et al. 1998, Schultze et al. 2008). O/W-Emulsionen spielen
fiir die Beladung von huMoDC mit Antigenen bisher eine untergeordnete Rolle.

ISCOM wurden von Morein ef al. 1984 erstmalig beschrieben und sind 40 nm grof3e,
kéfigartige, sphdrische Komplexe, die aus Saponinen, Cholesterol, Phospholipiden und
Antigen bestehen. Sie entsprechen in etwa der GroBe von Viren, werden schnell von DC iiber
Endozytose aufgenommen und konnen aufgrund der Saponine eine Reifung induzieren
(Morein und Bengtsson 1999). Allerdings werden nur hydrophobe Antigene in ausreichendem
Mal von ISCOM inkorporiert, was deren Anwendung stark begrenzt (Mowat und Reid 2001).

VLP bestehen aus viralen Proteinen, die sich spontan zu Virion-artigen Strukturen
zusammenlagern. Sie besitzen kein virales Erbgut und sind daher nicht infektids
(Rolddo et al. 2010). VLP induzieren aufgrund ihrer Virus-dhnlichen Strukturen die Reifung
von DC und die Ausschiittung von proinflammatorischen Zytokinen (Lenz ef al. 2003). Da
VLP sowohl Trdger von Antigenen, als auch Immunstimulanzien sind, ist eine gezielte
Beeinflussung der Immunantwort durch eine Kombination von Antigen-Triagersystem und
Immunstimulanz nicht moglich.

Liposomen sind Cholesterol- und Phospholipid-haltige spharische Partikel, die aus einer
(unilamellar) oder mehreren (multilamellar) Doppelschicht(en) bestehen und einen wissrigen
Kern umhiillen. Dabei sind die hydrophoben Anteile der Phospholipide ins Innere der
Doppelschicht gerichtet und die hydrophilen Kopfgruppen zeigen zur wéssrigen Phase (Kern,
Umgebungsmilieu). Aufgrund dieses Aufbaus sind Liposomen in der Lage hydrophile,
lipophile und amphiphile Stoffe zu inkorporieren und konnen mit Antigenen und
Immunstimulanzien gleichzeitig beladen werden. Thre physikochemischen Parameter, wie die
Oberflichenladung, kénnen verindert werden. Sie werden infolge der Ahnlichkeit zu
Zellmembranen als nicht toxisch, bioabbaubar und biokompatibel betrachtet. In Abhidngigkeit
vom Herstellungsverfahren konnen Liposomen unter 50-100 nm grof3 sein, beispielsweise
SUV (small unilamellar vesicles), aber auch mehrere Mikrometer erreichen, z. B. LUV (large
unilamellar vesicles) und GMV (giant multilamellar vesicles). Liposomen werden von APC
durch Endo- oder Pinozytose aufgenommen und koénnen die inkorporierten Antigene vor
schneller intra- und extrazellulirer Degradation schiitzen. Zudem verbessern sie die

Kreuzprésentation tiber MHC-I-Molekiile (Altin und Parish 2006). Nachteilig sind die geringe
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Verkapselungseffizienz fiir Antigene und Immunstimulanzien, das schlecht steuerbare
Freisetzungsverhalten und bei der Lagerung auftretende Instabilititen (Hernandez-
Caselles et al. 1990, Kayser et al. 2003).

Neben der hoheren Stabilitdt weisen polymere Mikro- und Nanopartikel im Vergleich zu
Liposomen weitere Vorteile auf. Das Freisetzungsverhalten kann durch das
Herstellungsverfahren, die Hilfsstoff- und Polymerzusammensetzung sowie die resultierende
PartikelgroBe und -morphologie gesteuert werden. So konnten Wackerle-Men et al. 2006 eine
verlangerte Antigenpriasentation durch PLGA-MP im Vergleich zu 16slichen Antigenen
zeigen. Die polymeren Partikel konnen in den verschiedensten Gréf3en produziert und weitere
physikochemische Parameter, wie Oberflichenladung und Hydrophobizitit, angepasst
werden, so dass eine Aufnahme durch APC forciert werden kann (Foged et al. 2005). Sie
schiitzen die Antigene gegen extra- und zu schnellen intrazelluldren Abbau und sind in der
Lage die Kreuzprasentation iiber MHC-I-Molekiile zu verbessern (Burgdorf und Kurts 2008).
Zudem sind unterschiedlichste Antigene durch eine geeignete Hilfsstoff- und Polymerauswahl
verkapselbar. Die polymeren Antigen-Tragersysteme konnen mit einer Vielzahl von
Immunstimulanzien verbunden werden (Tab. 1-2, Demento ef al. 2011) und die gemeinsame
Aufnahme von Antigen und Reifungsstimulanz in ein Phagosom sicherstellen. Das
verwendete Polymer sollte nicht toxisch, bioabbaubar und biokompatibel sein. Seine
Eigenschaften sollten fiir die Herstellung der Immunstimulanz-modifizierten Antigen-
beladenen Partikel geeignet bzw. durch eine verdnderbare Zusammensetzung an die
Erfordernisse anpassbar sein. Vorteilhaft sind ebenfalls eine Zulassung fiir die Anwendung am
Menschen, eine einfache Verarbeitung, GMP-Qualitdt und ein geringer Preis. Diesen
Erfordernissen entsprechen im Wesentlichen Nano- und Mikropartikel aus dem Polymer
PLGA, das auf eine langjéhrige Geschichte als Polymer fiir die kontrollierte Freisetzung von
Arzneistoffen und Antigenen zuriickblicken kann. Im Folgenden werden sie daher

ausfiihrlicher besprochen.
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1.5 PLGA-Mikropartikel

1.5.1 Allgemeines und Definitionen

Als MP bezeichnet man Partikel mit einer Gro3e von einem bis 1000 um, wobei je nach
Aufbau nochmals in Mikrokapseln und Mikrosphirulen unterschieden wird. Bei
Mikrokapseln wird der wirkstoffhaltige Kern von einer Kapsel aus Polymer umbhiillt
(Reservoir-System), wéhrend bei Mikrosphirulen der Wirkstoff in eine Polymermatrix
eingebettet ist (Matrix-System) und diese keine spezielle Kapselwand aufweisen (Bauer,
Fromming und Fiihrer 2002). MP fiir pharmazeutische Anwendungen werden vorwiegend als
Arzneistoff-Trigersysteme (drug delivery systems, DDS) eingesetzt und sollen den
enthaltenen Arzneistoff kontrolliert freisetzen (controlled drug release) (Freiberg und Zhu
2004). Als Tragermaterial dienen dabei Polymere, d. h. Makromolekiile, welche aus sich
wiederholenden Einheiten oder Monomeren bestehen, die normalerweise kovalent
miteinander verbunden sind. Homopolymere bestehen dabei nur aus einer Art von
Monomeren, wahrend Copolymere aus zwei oder mehr Arten aufgebaut sind. Die Anordnung
der Monomere in den Copolymeren kann dabei willkiirlich, alternierend oder in Blocken
erfolgen. Bei Pfropf-Copolymeren besteht die Hauptkette aus einer Monomerart auf die
Seitenketten einer anderen Monomerart aufgepfropft sind. Weiterhin unterscheidet man
Polymere nach der rdumlichen Anordnung der Monomere, was zu linearen, verzweigten,
quervernetzten oder dendritischen Polymeren fiihren kann (Mahato 2005).

Fir die Anwendung am und im Menschen werden v. a. natiirliche oder synthetische
bioabbaubare Polymere eingesetzt, welche letztlich riickstandslos aus dem Korper entfernt
werden (Jalil und Nixon 1990). Dies kann durch Zersetzung bzw. Abbau der Polymere sowie
physiologische Metabolisierung und/oder Eliminierung der Abbauprodukte oder die
Auflosung des Polymers und Ausscheidung der gelosten Bestandteile erfolgen. Die durch den
Abbau bzw. die Auflosung entstechenden Produkte sollten biologisch vertrdglich und nicht
immunogen, karzinogen oder toxisch sein (Vert 2009). Als natiirliche Polymere werden u. a.
Albumine, Alginate, Cellulosederivate, Chitosan, Kollagen, Fibrin, Gelatine, Hyaluronsdure
und verschiedene Polysaccharide verwendet (Gombotz und Pettit 1995). Allerdings gibt es
hinsichtlich der reproduzierbaren Herstellung und der Reinheit immer wieder Bedenken. So
wurden beispielsweise immunologische Reaktionen auf Implantate aus Kollagen beobachtet,

welche eine parenterale Anwendung dieser Polymere problematisch erscheinen lassen
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(De Lustro et al. 1990). Des Weiteren zeigten Verbandmaterialien aus Calciumalginaten
zytotoxische Effekte auf Fibroblasten und einen verminderten Bioabbau (Suzuki et al. 1998).
Synthetische bioabbaubare Polymere umfassen u.a. Polyorthoester, Polycyanoacrylate,
Polyaminosduren, Polyamide, Polyanhydride und verschiedene aliphatische Polyester,
darunter Polyhydroxybuttersdure, Polycaprolacton, Polydioxanon sowie Polyglycolsdure
[PGA, poly(glycolic acid)], Polymilchsdure [PLA, poly(lactic acid)] und deren Copolymer
PLGA (Gombotz und Pettit 1995). In der vorliegenden Arbeit wird PLGA als Tragermaterial

verwendet, welches im Folgenden genauer charakterisiert wird.

1.5.2 Bioabbaubare Polymere aus Milch- und Glycolsaure

Zu den bioabbaubaren linearen aliphatischen Polyestern aus den Monomeren Milch- und
Glycolsdure gehoren die Homopolymere PLA und PGA sowie das Copolymer PLGA. PLA
und PGA werden seit den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts fiir die Anwendung am und im
Menschen erforscht, wobei sich die Bemiihungen zundchst auf chirurgische Implantate
(Kulkarni ef al. 1966) und Materialien fiir die Gewebereparatur (Schmitt und Polistina 1969)
beschrinkten. Die Firma American Cynamid Company entwickelte 1962 das erste
synthetische bioabbaubare Nahtmaterial Dexon™ aus PGA, welches 1970 kommerziell
vermarktet wurde (Frazza und Schmitt 1971). Fiinf Jahre spiter wurde unter dem Namen
Vicryl™ auch PLGA als Nahtmaterial vertrieben (Wassermann und Versfelt 1974). Aufgrund
der Bioabbaubarkeit und der guten biologischen Vertraglichkeit, welche von verschiedenen
Gruppen untersucht wurden (Anderson und Shive 1997, Brady et al. 1973, Cutright et al.
1971, 1974, Ignatius und Claes 1996, Kulkarni et al. 1971, Miller et al. 1977), setzte man
PLA und PLGA seit den 1970er Jahren zunehmend fiir die Herstellung von DDS mit
kontrollierter Wirkstoff-Freisetzung ein. Verschiedene Arzneiformen, darunter parenteral
anzuwendende Implantate (Wise et al. 1976, 1978, Yolles et al. 1975a, 1975b), MP
(Beck et al. 1979a, 1979b, 1983, Boswell und Scribner 1973, Mason et al. 1976) und NP
(Krause et al. 1985), welche vorwiegend niedrigmolekulare und hydrophobe Wirkstofte
enthielten, wurden entwickelt.

Im gleichen Zeitrahmen erfolgte auch die Erforschung von Trigersystemen fiir
therapeutische Peptide und Proteine (Chang 1976, Kent et al. 1987, Kwong et al. 1986,
Ogawa ef al. 1988, Redding ef al. 1984, Sanders et al. 1984), wobei PLGA-Formulierungen

mit Gonadoliberin-Analoga, u. a. das Implantat Zoladex® sowie die MP Lupron® Depot und
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Decapeptyl®, erfolgreich in den Markt eingefiihrt wurden. Die Zulassungen von
Formulierungen aus den Polymeren PLA und PLGA sind bis in die heutige Zeit ansteigend
und dem guten Sicherheitsprofil sowie den Eigenschaften dieser Polymere geschuldet. Einen
Uberblick iiber in Deutschland zugelassene Fertigarzneimittel gibt Tab. 1-3.

Tab. 1-3. In Deutschland zugelassene Fertigarzneimittel (FAM) mit den bioabbaubaren Polymeren PLA und
PLGA. Rote Liste, Stand: Februar 2013.

FAM Hersteller Wirkstoff Arzneiform  Polymer” Dosierungs-
intervall
(Wochen)
Bydureon® 2 mg Lilly Exenatid Mikropartikel PLGA (50:50) 1
Decapeptyl® N 3,75 mg  Ferring Triptorelinacetat Mikropartikel PLGA (50:50) 4
und GYN Arzneimittel
Eligard® Astella Pharma Leuprorelinacetat in-situ PLGA (50:50) in 4/12/24
7,5 mg/22 mg/45 mg Implantat N-Methyl-
pyrrolidon
Enantone® Monats-Depot Takeda Pharma Leuprorelinacetat Mikropartikel PLGA (75:25) 4

und GYN Monats-Depot

Ozurdex® Allergan Dexamethason  intravitreales PLGA (50:50) mit  einmalig
Pharmaceuticals Implantat veresterten sowie
PLGA (50:50) mit
unveresterten
Endgruppen
Pamorelin® LA Ipsen Pharma  Triptorelin- Mikropartikel PLGA 4/12/24
3,75 mg/11,25 mg/ embonat
22,5 mg
Profact® Depot Sanofi-Aventis Buserelinacetat Implantat PLGA (75:25) 8/12
6,3 mg/9,45 mg Deutschland
Risperdal® Consta® Janssen-Cilag  Risperidon Mikropartikel PLGA (75:25) 2
25 mg/37,5 mg/50 mg
Salvacyl® 11,25 mg Ipsen Pharma,  Triptorelin- Mikropartikel PLGA (25:75) 12
Mitvertrieb embonat
Dr. R. Pfleger
Sandostatin® LAR®- Novartis Pharma Octreotidacetat  Mikropartikel PLGA (55:45) 4
Monatsdepot
10 mg/20 mg/30 mg
Zoladex® 3,6 mg und AstraZeneca Goserelinacetat Implantat PLGA (50:50) 4
GYN
Zoladex® 10,8 mg AstraZeneca Goserelinacetat Implantat PLGA (95:5) 12
Sixantone™ Takeda Pharma Leuprorelinacetat Mikropartikel PLA 24
Trenantone® und GYN  Takeda Pharma Leuprorelinacetat Mikropartikel PLA 12

% Das molare Verhiltnis der Monomere Milchsiure zu den Monomeren Glycolsdure bei PLGA ist in Klammern hinter dem Polymer
angegeben.

Im Vergleich zu PLA weist PLGA meist kiirzere Freisetzungszeitrdume auf. Dabei sollte
die Freisetzung fiir die Beladung von huMoDC mit Antigenen innerhalb von vier Wochen
erfolgen, da diese mit der Uberlebenszeit der Zellen korreliert (Waeckerle-Men und Groettrup
2005). Hierfiir brauchbare PLGA sind die hydrophileren Copolymere aus Glycol- und
die u.a. verwendet werden, welche

Milchséure, fir die Herstellung von FAM
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Dosierungsintervalle von Wochen bis zu einem Monat aufweisen konnen, z. B. Bydureon®
oder Enantone® (Tab. 1-3).

PLGA fiir die kontrollierte Arzneistoff-Freisetzung existieren in verschiedenen Formen und
haben unterschiedliche Eigenschaften. Variieren konnen die Polymere u.a. in der
MolekiilgroBBe und damit verbunden der inhédrenten Viskositit, im Anteil der Monomere
Glycol- und Milchsédure, in der stereochemischen Auspriagung des Milchsdureanteils sowie

den Carboxylendgruppen, welche verestert oder unverestert vorliegen konnen (Tab. 1-4).

Tab. 1-4. Eigenschaften von ausgesuchten PLA und PLGA der Firma Evonik R6hm zur Anwendung als
Medizinprodukte oder zur kontrollierten Wirkstofffreisetzung. Stand 2011.

Polymer® RESOMER® Molmasse inhdrente  T,° T, Endgruppe

- (g mol™) Viskositit” (° C) ()

Bezeichnung dgh
L-PLA L 206 S n. a. 0,80-1,20 60-65 180-185  verestert
pL-PLA R202S 10000-18000 0,16-0,24 38-42 amorph verestert
pL-PLA R202H 10000-18000 0,16-0,24 44-48 amorph unverestert
pL-PLA R203S 18000-28000 0,25-0,35 46-50 amorph verestert
pL-PLA R 203 H 18000-28000 0,25-0,35 48-52 amorph unverestert
pL-PLGA (50:50) RG 502 7000-17000 0,16-0,24 42-46 amorph verestert
pL-PLGA (50:50) RG 502 H 7000-17000 0,16-0,24 42-46 amorph unverestert
pL-PLGA (50:50) RG 503 H 24000-38000 0,32-0,44 44-48 amorph unverestert
pL-PLGA (50:50) RG 504 H 38000-54000 0,45-0,60 46-50 amorph unverestert
pL-PLGA (65:35)RG 653 H 24000-38000 0,32-0,44 46-50 amorph unverestert
pL-PLGA (75:25)RG 752 H 4000-15000 0,14-0,22 42-46 amorph unverestert
pL-PLGA (75:25)RG 756 S 76000- 0,71-1,00 49-55 amorph verestert

116000

% Das molare Verhiltnis der Monomere Milchsiure zu den Monomeren Glycolsdure bei PLGA ist in Klammern hinter dem
Polymer angegeben. Die stereochemische Orientierung des Milchsdureanteils ist durch die vorangestellten Stereodeskriptoren
angegeben.

b 0,1%ige Losung in Chloroform bei 25 °C

° Glasiibergangstemperatur

9 Schmelztemperatur

Die Abkiirzung PLGA [poly(pi-lactic-co-glycolic acid)] umfasst dabei aufgrund der
alphabetischen Reihenfolge nur Copolymere mit pr-Milchsdure als Monomer, wéhrend
Copolymere mit r-Milchsdure korrekterweise als PGLA [poly(glycolic-co-1-lactic acid)]
bezeichnet werden. Da in der gédngigen Literatur PLGA aber hdufig als Oberbegriff fiir beide
Formen gebraucht wird und um Verwechslungen zu vermeiden, werden in dieser Arbeit die
Stereodeskriptoren fiir die Milchsédure der Abkiirzung PLGA vorangestellt, sofern dies fiir die
getroffenen Aussagen relevant ist.

Die Polymere konnen je nach Anordnung der Monomere als statistische, alternierende oder
Block-Copolymere existieren (Abb. 1-7), wobei kommerziell erhdltliche PLGA zumeist
statistische Copolymere sind, die eine zufillige Verteilung der monomeren Einheiten

aufweisen.
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Abb. 1-7. Mogliche Anordnungen von linearen Copolymeren aus bpr-Lactid (L) und Glycolid (G). -
a) alternierend; b) statistisch; c) blockartig.

Hoéhermolekulare PLGA (M,, > 10000 g/mol) werden aus zyklischen Diestern von Glycol-
bzw. Milchsdure synthetisiert (Abb. 1-8) und weisen als sich wiederholende monomere
Einheiten Glycolid bzw. Lactid auf. Daher werden diese Polymere auch als Poly(pr-lactid-co-
glycolide) [PLG, poly(pr-lactide-co-glycolide)] bezeichnet. Die Synthese von statistischen
Copolymeren erfolgt zumeist nach dem Prinzip der Ringdffnungs-Polymerisation (Abb. 1-8).
Als Katalysator wird normalerweise Zinn(II)-2-ethylhexanoat verwendet, aber auch andere
organometallische Verbindungen mit Zink, Magnesium, Lanthanoiden und Aluminium sind in
der Literatur beschrieben (Kricheldorfes al. 1995, Kricheldorf und Lee 1995, Ogawa ef al.
1988, Stridsberg et al. 2002). Zusétzlich werden hdufig Alkohole als Koinitiatoren und
Laurylalkohol zur Kontrolle der Molmasse des Polymers verwendet (Kricheldorf ez al. 1995,
Wang et al. 2000).

Die physikochemischen Eigenschaften der verschiedenen PLGA unterscheiden sich
deutlich. Entscheidend fiir die Auswahl des PLGA ist die vorgesehene Anwendung. So
werden z. B. fiir den Einsatz als chirurgisches Nahtmaterial oder als resorbierbare Implantate
zur Fixierung von Knochen v. a. kristalline hochmolekulare PLGA eingesetzt, die hohe
mechanische Festigkeit aufweisen (Daniels et al. 1990, Pulapura und Kohn 1992). Im
Gegensatz dazu werden PLGA als Materialien fiir Arzneistoff-Trigersysteme mit
kontrollierter Wirkstoff-Freisetzung eingesetzt, die eine niedrigere Molmasse aufweisen,
welche tblicherweise unter 100000 g/mol liegt, und die meist amorph sind. Zudem sind
PLGA, die mehr als 50 % Glycolsdure-Anteil aufweisen, schlecht ldslich in géngigen
organischen Losungsmittel und werden somit nicht fiir DDS eingesetzt, deren

Herstellungsverfahren die vorherige Losung des Polymers erfordert.
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PLGA Polymeren zufillig in der Polymerkette von
PLGA.)

Copolymere aus Glycolsdure und r-Milchsdure (L.-PLGA) liegen bei einem Anteil von
25-70 % (m/m) Glycolsdure amorph vor. Der amorphe Bereich erweitert sich auf Copolymere
mit 0-70 % (m/m) Glycolsdure-Anteil, wenn razemische bpr-Milchsdure als Monomer
verwendet wird, da das zugehdrige Polymer pL-PLA bereits amorph ist. Kristallinitdtsgrad und
Schmelztemperatur von L-PLGA mit hohem Anteil an Glycolsdure [70-100 % (m/m)] oder
hohem Anteil an r-Milchsdure [75-100% (m/m)] zeigen die Maxima bei den
Homopolymeren. Beide verringern sich mit zunehmendem Anteil des jeweils anderen
Monomers bis der amorphe Bereich erreicht wird (Gilding und Reed 1979).

Die Glasiibergangstemperaturen (T,) der PLGA sind u. a. abhéngig von der Molmasse und
dem molaren Verhiltnis der Monomere Milch- und Glycolsdure. Beim Ubergang vom
glasartigen in den gummielastischen Zustand nimmt die Beweglichkeit der Polymerketten zu.
Das Polymer ist somit anfélliger fiir chemische bzw. physikalische Verdnderungen und weist
eine hohere Permeabilitit fiir Wirkstoffe und Wassermolekiile auf. Dies kann zu einem
schnelleren hydrolytischen Abbau des Polymers und einer beschleunigten Freisetzung des
Wirkstoffs fiihren. Entscheidend fiir die Anwendung der DDS im menschlichen Korper ist
dabei, ob die T, bei den Umgebungsbedingungen in vivo unter 37 °C liegt. Gleichartig

zusammengesetzte PLGA weisen mit steigender Molmasse hohere T, auf (Tab. 1-4, Park
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1994, Zolnik et al. 2006). Wang et al. zeigten 2000, dass fir PLGA mit einem molaren
Verhiltnis von 75 % Lactid und 25 % Glycolid eine deutliche Erh6hung der T, von ca. 22 auf
50 °C erfolgt, wenn die gewichtsmittlere Molmasse der PLGA von ca. 11000 auf 67000 g/mol
ansteigt. Bei hohermolekularen PLGA mit gewichtsmittleren Molmassen von ca. 124000 und
167000 g/mol beobachteten sie nur noch eine marginale Steigerung der T, um weniger als
zwei Grad Celsius. Gilding und Reed konnten 1979 bei L-PLGA mit steigendem Lactid-Anteil
von 0 auf 50 % eine deutliche Erh6hung der T, feststellen. Eine weitere Erhohung des Lactid-
Anteils fiihrte aber nur noch zu einem geringen Anstieg der T,, was durch Ergebnisse von
Wang et al. (2000) auch fiir pL-PLGA bestitigt wurde.

Die T, von Polymeren kann durch die Mischung mit niedrigmolekularen Substanzen,
sogenannten Weichmachern, erniedrigt werden. Fiir DDS von Bedeutung sind dabei der
enthaltene Wirkstoff (Blasi et al. 2007) bzw. zusitzliche Hilfsstoffe (Kranz et al. 2000) sowie
bei der hydrolytischen Spaltung des Polymers entstehende oligomere Abbauprodukte
(Schlieker et al. 2003). Des Weiteren kdnnen aus der Umgebung eindringende Stoffe, darunter
Wasser, als Weichmacher dienen. Blasi ez al. zeigten 2005, dass die T, von pL-PLGA [(50:50),
M,, 30000 g/mol] bereits nach einstiindiger Inkubation mit Wasser, unabhédngig von den
Inkubationstemperaturen (23, 30, 37 und 55 °C), um ca. 15 °C sank. Die T, lag dann mit ca.
30°C unter der Korpertemperatur, was das Freisetzungsverhalten von DDS in vivo
beeinflussen kann.

Der hydrolytische Abbau von PLGA in vitro beruht auf der Spaltung der Esterbindung
zwischen den Monomeren Milch- und Glycolsdure, welche formal durch Addition von
Wassermolekiilen an die Alkoxycarbonylgruppe und anschlieBender Eliminierung der

alkoholischen Komponente ablauft (Abb. 1-9).

o (Hy0"/OH)
0 0 HO
R»]/ \‘/U\OAH/ ‘\Rz -+ HQO _— R1 \‘)L OH + Aﬂ/
CHy o}

Ester-Komponente Wasser Sdure-Komponente Alkohol-Komponente

(PLGA) (PLGA) (PLGA)

Abb. 1-9. Formale Darstellung der hydrolytischen Esterspaltung von PLGA.

Der Vorgang wird sowohl durch Séuren als auch durch Basen katalysiert, wobei die

hydrolytische Degradation von DDS aus PLGA durch eine Reihe von weiteren Faktoren
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beeinflusst wird. Diese beinhalten einerseits verschiedene Polymer-Eigenschaften, u. a. die
Molmasse, die Morphologie (Kristallinititsgrad), die T,, den Anteil von Milch- bzw.
Glycolsdure im Copolymer sowie das Vorliegen von veresterten oder unveresterten
Carboxylendgruppen. Andererseits wird der Abbau auch durch Eigenschaften des DDS, wie
die GroBe, Form, Porositdt und Dichte der Matrix, die eingesetzten Wirk- und Hilfsstoffe
sowie das enthaltene Restlosungsmittel beeinflusst, welche mafigeblich in Zusammenhang mit
der verwendeten Herstellungsmethode stehen. Des Weiteren konnen die &dulleren
Bedingungen, denen das DDS ausgesetzt ist, zu einer Verdnderung des Degradationsprofils
fithren. Dies beinhaltet die Art der Sterilisation, die ausgeilibte mechanische Belastung, die
Temperatur, den pH-Wert und die Osmolaritit des Umgebungsmediums sowie dessen
Durchmischung.

Der Abbau der PLGA umfasst im Wesentlichen drei Schritte: die Wasseraufnahme bzw. das
Hydratisieren des Copolymers (I), die Hydrolyse der Esterbindungen der Polymerkette (II)
sowie die Solubilisierung der Spaltprodukte bzw. die Erosion der Matrix (III). Dabei wird die
PLGA-Matrix durch die sogenannte Bulkerosion (Abb. 1-10) abgebaut (Kenley et al. 1987).
Bei dieser ist, im Gegensatz zur Oberflichenerosion (Abb. 1-10), die Geschwindigkeit mit der
das Wasser in die Matrix diffundiert groBer als die Geschwindigkeit mit der die Bindungen in
der Polymerkette gespalten werden und wasserldsliche Spaltprodukte entstehen (von
Burkersroda et al. 2002). Das eindringende Wasser fiihrt dabei zu einer Herabsetzung der T,
und zu einer Relaxation des Polymers (Blasi ef al. 2005). Die Spaltung der Esterbindung
erfolgt an den hydratisierten Stellen und fithrt zu einer Abnahme der gewichts- und
anzahlmittleren Molmasse der PLGA-Matrix. Zunidchst bleibt die Integritit der Matrix
erhalten, d. h. es entstehen kaum wasserlosliche Spaltprodukte oder diese konnen nicht ins
Umgebungsmedium diffundieren. Erst nach ldnger anhaltender Spaltung der Bindungen im
Polymer wird ein kritischer Wert fiir die Molmasse erreicht, die Matrix verliert ihre Integritit,
wasserlosliche Spaltprodukte diffundieren in das Medium und fiihren zu einem hohen Verlust
der Gesamtmasse (Dunne et al. 2000, Kenley et al. 1987, Pitt et al. 1981, Reed und Gilding
1981).

Lietal. (1990a, b) konnten fiir zwei Millimeter dicke Polymerscheiben eine heterogene
Bulkerosion (Abb. 1-10) nachweisen, die im Inneren schneller erfolgte als auBBen. Als Ursache
filhrten sie einen autokatalytischen Effekt der innen entstehenden sauren Polymer-

Spaltprodukte an, welche, im Gegensatz zu den an der Oberfliche gebildeten Polymer-
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Spaltprodukten, nicht hinaus diffundieren konnten, sobald deren Molmasse niedrig genug fiir
die Losung im Umgebungsmedium war. Die Bulkerosion von PLGA verlduft bei groen DDS
schneller als bei kleinen (Grizzi et al. 1995, Dunne ef al. 2000), was auf einen lidngeren
Diffusionsweg von innen nach aulen bei groeren Arzneiformen zuriickzufiihren ist. Strittig
ist hingegen, ob bei kleinen DDS ebenfalls eine heterogene Bulkerosion ablduft oder diese
aufgrund der kurzen Diffusionswege schon homogen ist (Grizzi ef al. 1995, Li et al. 1990a,

Lu et al. 1999, Park 1995).
Bulkerosion Oberflichen-

homogen heterogen erosion

Zeit

i . {

Abb. 1-10. Schematischer Ablauf der
homogenen und heterogenen Bulkerosion
sowie der Oberflachenerosion.

Neben der GroBe des DDS ist auch die Zusammensetzung des Polymers entscheidend.
Dabei fithren Faktoren, die die Hydrophobizitéit des Polymers erhohen, zu einer verminderten
Wasseraufnahme bzw. Hydratation des Polymers und folglich zu langsameren
Abbaugeschwindigkeiten. Géingige pL-PLGA fiir den Einsatz in DDS variieren in ihrem
Verhiltnis der Monomere pL-Milch- zu Glycolsdure zwischen 50:50 und 100:0 (Tab. 1-4).
Generell werden pL-PLGA mit hoherem Anteil an hydrophilen Glycolsdure-Einheiten
schneller abgebaut (Rafler und Jobmann 1994, Wu und Wang 2001). Bei gleichartiger
Zusammensetzung des pL-PLGA verlangsamt sich die Abbauzeit mit steigender Molmasse, da
mehr Esterbindungen gespalten werden miissen bis wasserldsliche Oligomere entstehen (Park

1994, Wu und Wang 2001). Eine Veresterung der Carboxylendgruppen des Polymers fiihrt zu
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einer verlangsamten Degradation, was auf eine erhohte Hydrophobizitit und den Entzug von
freien Carboxylgruppen zuriickgefiihrt wird, welche die Spaltung der Esterbindungen des
Polymers katalysieren (Tracy et al. 1999). Die Morphologie des Polymers ist ebenfalls
entscheidend fiir die Lange der Abbauzeit. Kristalline Teile des Polymers PLGA zeigen im
Allgemeinen ein schlechteres Wasseraufnahmevermdgen und werden langsamer abgebaut als
amorphe Teile des Polymers (Fischer ef al. 1973, Li et al. 1990b, Li 1999). Zu beachten ist,
dass fiir die Herstellung von DDS gebréauchliche pL.-PLGA mit einem Glycolsdure-Anteil von
unter 70 % intrinsisch amorph sind und somit nicht kristallisieren (Gilding und Reed 1979).
Der Einfluss von in der PLGA-Matrix enthaltenen Wirk- und Hilfsstoffen auf die
Degradation ist vielfiltig und wiirde den Rahmen der Einleitung sprengen. Prinzipiell konnen
Wirk- und Hilfsstoffe in Abhéngigkeit von ihren Eigenschaften und der enthaltenen Menge im
DDS den Abbau von PLGA beschleunigen (Giunchedietal. 1998) oder vermindern
(Miyajima et al. 1998). Die Wasseraufnahme und Hydrolyserate kann durch ihre Hydrophilie
bzw. Hydrophobie, ihre oberflichenaktiven Eigenschaften oder eine durch sie verdnderte
Osmolaritit beeinflusst werden (Chungeral. 2006, Kang und Schwendeman 2002,
Zhang et al. 1997). Basische Stoffe konnen, je nach Gehalt und Basenstirke, entweder die
Autokatalyse durch Neutralisierung der sauren Polymerspaltprodukte vermindern oder eine
basenkatalysierte Esterhydrolyse bewirken (Alexis et al. 2005, Chen et al. 2006, Li et al.
1996, Zhang et al. 1997). Ebenso dienen saure Stoffe als Katalysatoren fiir die Esterspaltung
(Tang und Singh 2008). Die Wirk- und Hilfsstoffe konnen als Weichmacher fungieren
(Blasi et al. 2007, Kranz et al. 2000) oder den Kristallinitdtsgrad der PLGA-Matrix veridndern.
Auch die Art der Sterilisation kann den Abbau von PLGA beeinflussen. Die géngigste
Form der Sterilisation fiir Pharmazeutika, die Wasserdampfsterilisation bei 121 °C und 2 bar,
ist fiir PLGA ungeeignet, da die Hitze zu einer Verformung der Matrix flihrt und durch den
Wasserdampf die Hydrolyse des Polymers eingeleitet wird. Somit ist das héufigste
Sterilisationsverfahren fiir PLGA die Strahlensterilisation mit Gammastrahlen. Als sichere
Strahlendosis werden ca. 2,5 Mrad angesehen, wobei diese schon zu einer Verdnderung des
Polymers, v. a. durch Kettenspaltung und Quervernetzung, fiihren kann, welche sich bei
hohermolekularen PLGA (M, > 25000 g/mol) in einer Erniedrigung der gewichts- und
anzahlmittleren Molmasse zeigt (Rothen-Weinhold ez al. 1997). Zudem beobachteten
Hausberger ef al. 1995, dass mit steigender Strahlendosis die massebezogenen

Halbwertszeiten fiir den hydrolytischen Abbau von PLGA (Resomer® RG 503) abnahmen.
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Auch die Sterilisation mit mikrobiziden Gasen, wie Ethylenoxid und Formaldehyd, ist
aufgrund der chemischen Reaktivitit der Verbindungen, hohen Desorptionszeiten und der
geringen Tiefenwirkung bei PLGA-Matrizes, weniger geeignet. Eine aseptische Herstellung
von Arzneiformen aus PLGA ist deshalb vorzuziehen.

Der Abbau von PLGA erfolgt temperaturabhingig, wobei hohere Temperaturen zu einem
schnelleren Abbau fiihren. Dunne et al. zeigten 2000, dass MP aus bpL-PLGA (50:50,
M, 27200 g/mol) bei 5 °C iiber 175 Tage in PBS keinem nennenswerten Abbau hinsichtlich
der gewichtsmittleren Molmasse und der Gesamtmasse unterlagen. Wurde hingegen die
Temperatur auf 25, 37 bzw. 45 °C erhoht, konnten sie mit steigender Temperatur eine
beschleunigte Degradation erfassen, wobei die Abbaugeschwindigkeit von 25 auf 37 °C um
ein Vielfaches anstieg. Hakkarainen et al. (1996) beobachten bei brL-PLGA (50:50,
M, 75460 g/mol) eine Erniedrigung der Molmasse um 93 % und einen Verlust an
Gesamtmasse von 18 % nach 26 Tagen Lagerung bei 37 °C in PBS. Wurde die Temperatur auf
60 °C und damit {iber die T, erhoht, kam es zu einer drastischen Beschleunigung des Abbaus,
welcher zu einem vollstandigen Verlust der Gesamtmasse innerhalb von zwei Tagen fiihrte.

Die Zusammensetzung des Umgebungsmediums kann ebenfalls einen Einfluss auf die
PLGA-Degradation haben. Da sowohl Basen als auch Séuren den Abbau katalysieren, kann
sich dieser bei hohen bzw. niedrigen pH-Werten beschleunigen. Jedoch kénnen basische pH-
Werte durch Neutralisation von sauren Polymerspaltprodukten den Abbau eventuell
verlangsamen (Wu und Wang 2001). Auch scheinen pH-Werte zwischen fiinf und zehn den
Abbau hinsichtlich der gewichtsmittleren Molmasse innerhalb der ersten zwei Wochen nicht
malBgeblich zu beeinflussen (Wu und Wang 2001, Faisant ef al. 2006). Dies wird mitunter auf
eine saure Mikroumgebung in der PLGA-Matrix zuriickgefiihrt (Kenley ef al. 1987), die
durch duBere Faktoren kaum verdndert wird. Extremere pH-Werte von z. B. 2,4 fiihren
innerhalb von wenigen Tagen zu einem schnelleren Abbau. Die heterogene Bulkerosion,
welche bei neutralem Umgebungsmedium im Inneren schneller vonstatten geht, erfolgt im
Gegensatz dazu bei pH 2,4 von aullen nach innen (Zolnik und Burgess 2007).

Im Hinblick auf den Abbau von PLGA in vivo gegeniiber der in vitro-Degradation gibt es
kontrdre Aussagen. Wihrend Kenley ef al. (1987) einen geringen Unterschied in der
Abbaugeschwindigkeit innerhalb von vier Wochen fanden, konnten Tracy ef al. (1999) einen
ca. zweimal schnelleren Abbau in vivo beobachten. Allerdings beschleunigte sich der Abbau

in vivo auch bei den Untersuchungen von Kenley ef al. nach vier Wochen. Als mogliche
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Ursachen fiir den schnelleren Abbau invivo werden ein enzymatischer Einfluss,
weichmachende Lipid-Komponenten, fehlende sink-Bedingungen und immunologische
Reaktionen diskutiert. Nach dem Abbau des PLGA in Monomere wird die Milchsdure im
Citratzyklus zu Kohlenstoffdioxid und Wasser abgebaut, wobei CO, pulmonal eliminiert wird
(Brady et al. 1973). Glycolsdure kann entweder unverdndert renal eliminiert werden oder

ebenfalls im Citratzyklus verstoffwechselt werden (Jain 2000).

1.5.3 Herstellungsverfahren fur proteinbeladene PLGA-Mikropartikel

Der Einsatz von PLGA-MP als Trigersystem fiir Proteine bzw. Antigene erfordert ein
geeignetes Herstellungsverfahren fiir die effiziente Verkapselung dieser zumeist hydrophilen
Substanzen. Bei der Auswahl des Verfahrens sollten die Eigenschaften und Stabilitdt der
Proteine, die Verwendung von toxischen Substanzen, die GroBe der entstehenden MP, die
Durchfiihrbarkeit im Labormaf3stab, die Mdglichkeit der aseptischen Herstellung sowie die
instrumentellen und materiellen Kosten beriicksichtigt werden. Prinzipiell geeignete und
weitgehend etablierte Verfahren sind die Spriihtrocknung, die organische Phasentrennung
(Koazervation) sowie die Losungsmittel-Evaporation bzw. -Extraktion (Abb. 1-11, Sinha und
Trehan 2003). Alle drei Verfahren beginnen entweder mit der Dispersion eines festen
Proteinpulvers (S-Phase, engl. solid phase) oder der Emulsion einer wéssrigen Proteinlésung
(W-Phase, engl. water phase) in einer organischen Polymerldsung (O-Phase, engl. oil phase),
was zu einer S/O-Suspension bzw. W/O-Emulsion fiihrt. Da die Herstellung von
phagozytierbaren MP, welche idealerweise kleiner als 5-10 um sind, eine aufwendige
Mikronisierung der zu verkapselnden Proteine fiir die Bildung einer S/O-Suspension
voraussetzt, werden im Folgenden nur W/O-Methoden eingehender besprochen.

Nach der initialen Herstellung der W/O-Emulsion unterscheiden sich die drei Verfahren
im weiteren Ablauf. Bei der Spriihtrocknung wird die W/O-Emulsion mit Hilfe verschiedener
Diisen oder Zerstiuberscheiben feinst zerteilt und die sich bildenden Tropfen werden in einen
temperierten Luftstrom eingebracht. Die Durchmischung der Tropfen mit der Luft fiihrt zur
Verdunstung des vorzugsweise leicht fliichtigen organischen Losungsmittels aus der Polymer-
Phase, was zur Prézipitation des Polymers und damit zur Bildung von proteinhaltigen MP
fithrt. Kommerziell eingesetzt wurde diese Technik u. a. zur Herstellung der Bromocriptin-
haltigen MP Parlodel LAR®, wobei zur Steuerung der Freisetzungsgeschwindigkeit ein

verzweigtes Sternpolymer aus einem zentralen Glucosemolekiil und damit verkniipften
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PLGA-Ketten verwendet wurde (Kissel e al. 1991). Vorteile der Spriihtrocknung liegen in der

guten Reproduzierbarkeit, der schnellen und kontinuierlichen Herstellung, hohen Ausbeuten,

guter Kontrolle der PartikelgroBe und der relativ leichten Ubertragung des Prozesses auf

grofBere Anlagen (scaling-up) (Jain 2000).

Wl-Phase

(Protein in wissriger Ldsung)

O-Phase

(PLGA in organischem
Losungsmittel)

Homogenisiering

W,/O-Emulsion
L ‘W,-Phase
Sprithtrocknung @@ (Stabilisator in
{Verdunstung des WE_O_S:Snge;
Lisungsmittels im 5
Luftstrom, ¥
FPrdzipitation
PLGA) W,/O/W,-Emulsion
Lasungsmittel-Extraldion’
-Evaporation
¥
Nicht Losungs- .
mittel 1 @@
Nicht-Lasungs-
4 mittel 2 L
organische
PLGA-Mikropartikel Phasentrennung
{(Prézipitation PLGA)

Abb. 1-11. Ubersicht iiber
MP-Herstellungsverfahren
fir die Verkapselung von
wasserloslichen Proteinen.

Allerdings kommen viele dieser Vorteile bei Geridten fiir den Labormal3stab, welche fiir

Chargengréflen von ca. 1-5 g ausgelegt sind, nicht zum Tragen. Bei diesen Kleinstgerdten

werden hédufig niedrige Ausbeuten erreicht, es kann zur Faserbildung kommen und die

PartikelgroBe kann nur unzureichend durch die Methode beeinflusst werden (Bodmeier und

Chen 1988, Johansen ef al. 2000b, Kissel et al. 1997). Das Verfahren ist aufgrund des

erhitzten Luftstroms ungeeignet fiir temperaturempfindliche Wirkstoffe. Auch ist der Gehalt
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an Restlosungsmittel in den MP vergleichsweise hoch und muss hiufig durch zusitzliche
Abtrennungsschritte vermindert werden (Bitz und Doelker 1996). Des Weiteren sind eine
aseptische Produktion und eine Riickgewinnung von organischem Losungsmittel zwar
moglich, aber apparativ und finanziell aufwendig.

Die organische Phasentrennung erfolgt durch Temperaturverdnderungen und/oder durch
langsame Zugabe eines organischen Nicht-Losungsmittels fiir das Polymer/Protein zu der
aggitierten W/O-Emulsion (Fong 1979, Ruiz et al. 1989, Sanders et al. 1984). Das Nicht-
Losungsmittel, z. B. Silikon6l, vermindert die Loslichkeit des Polymers in der O-Phase.
Dadurch bildet sich an der Phasengrenzfliche um die innere W-Phase eine polymerreiche
Phase, die sogenannte Koazervat-Phase, welche zu einer Hiille fusioniert. Somit entstehen
noch nicht vollstindig gefestigte MP, die durch Uberfiihren des Ansatzes in einen Uberschuss
eines zweiten organischen Nicht-Losungsmittels, z. B. Heptan, gehértet werden.

Im Anschluss werden die MP durch Filtration oder Zentrifugation gesammelt, gewaschen
und getrocknet. Dieses Verfahren wurde u. a. fiir die Verkapselung von Peptiden bei der
Herstellung der FAM Decapeptyl® Depot und Sandostatin® LAR® angewendet. Vorteile dieser
Methode sind die gute Kontrolle der PartikelgroBBe sowie die Herstellung kleiner
Chargengroflen mit geringem apparativem Aufwand und ggf. unter aseptischen Bedingungen.
Nachteile liegen in der relativ starken Beeinflussung des Prozesses durch die
Polymereigenschaften und der Verwendung von groBen Mengen an organischen, zum Teil
entflammbaren Losungsmitteln, die zum einen das scaling-up erschweren und zum anderen
zu einem erhohten Restlosungsmittel-Gehalt fiihren konnen, welcher aufwendigere Wasch-
und Trocknungsschritte zur Verminderung benétigt (Kissel ef al. 1997). Zudem ist das
Verfahren fiir die Herstellung von phagozytierbaren MP im unteren Mikrometer-Bereich
aufgrund von auftretenden Aggregationen wenig geeignet oder erfordert eine Anpassung der
Methode, bei der die organische Polymerlésung zu einer W/O-Emulsion aus wéssriger
Proteinldsung und Nicht-Losungsmittel gegeben wird (McGee et al. 1995).

Fiir die Losungsmittel-Evaporation bzw. -Extraktion wird die initiale W/O-Emulsion
(Primaremulsion) zumeist durch Homogenisierung mittels Ultraschall-, Hochdruck- oder
Rotor-Stator-Homogenisatoren hergestellt (Freitas et al. 2005). Die innere wissrige Phase
(W1-Phase) enthélt das geloste Protein bzw. Antigen und ist von einer organischen Polymer-
Phase (O-Phase) umgeben, welche aus PLGA gelost in einem leicht fliichtigen, nicht mit

Wasser mischbaren, organischen Losungsmittel, wie Dichlormethan (DCM), besteht. Die
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Primédremulsion wird in eine liberschiissige dullere wissrige Phase (W2-Phase) emulgiert und
es bildet sich eine W/O/W-Doppelemulsion (Couvreur et al. 1997). In der Regel wird
Polyvinylalkohol (PVA) als makromolekularer Stabilisator in der W>-Phase verwendet. Das
leicht fliichtige organische Losungsmittel geht zunidchst aus der O-Phase in die W»-Phase iiber
(Extraktion) und verdunstet dann aus dieser (Evaporation), wobei beide Vorginge teilweise
simultan ablaufen konnen. Die Diffusionsgeschwindigkeiten des organischen Losungsmittels
in der O- und der W»-Phase, dessen Loslichkeit in der W»-Phase sowie das Volumen der
letzteren bestimmen unter anderem, ob die Extraktion oder die Evaporation fiir die
Eliminierungsgeschwindigkeit des organischen Losungsmittels aus der O-Phase entscheidend
ist (Katou et al. 2008). Der Verlust des organischen Losungsmittels fithrt zur Koazervation
bzw. Prézipitation des Polymers, welches idealerweise die Wi-Phase und das darin enthaltene
Protein umschlie3t, und fiihrt somit zur Bildung von MP. Die Losungsmittel-Extraktion und
-Evaporation erfolgt meist durch mehrstiindiges Riithren der W/O/W-Doppelemulsion bei
Raumtemperatur (RT). AnschlieBend werden die MP durch Filtration oder Zentrifugation
gesammelt und tiberschiissiges PVA sowie nicht verkapseltes Protein durch mehrere
Waschschritte entfernt. Zur Verminderung des Restlosungsmittel-Gehalts und zur Erhéhung
der Lagerungsstabilitit werden die MP getrocknet, wobei hdufig eingesetzte Verfahren die
Vakuum- oder Gefriertrocknung sind (Kissel et al. 2006). Die Firma Takeda sicherte sich in
den 1980er Jahren verschiedene Patente (Okadaeral. 1985, Okadaetal. 1987,
Yamamoto et al. 1986) fiir die W/O/W-Methode und konnte in der Folge mit dem Priparat
Enantone® eine PLGA-MP-Depot-Formulierung des Peptids Leuprorelinacetat bis zur
Marktreife entwickeln. Mit der W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Methode steht somit ein
Verfahren zur Verfiigung, das es ermoglicht wasserlosliche Substanzen unter milden
Prozessbedingungen zu verkapseln.

Vorziige der Methode sind im Vergleich zur Spriihtrocknung der geringe apparative
Aufwand, die einfach zu realisierende aseptische Herstellung, die geringe thermische
Belastung, die gute Kontrolle der Partikelgrofle und -verteilung sowie der zumeist niedrigere
Gehalt an Restlosungsmitteln. Vorteilhaft gegeniiber der organischen Phasentrennung ist die
geringere Beeinflussung des Verfahrens durch die Polymereigenschaften sowie der deutlich
geringere Einsatz und Restgehalt an organischen Losungsmitteln (Kissel ef al. 1997). Die
positiven Aspekte der W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Methode fiihrten zur Auswahl

dieses Verfahrens fiir die Herstellung der MP in der vorliegenden Arbeit. Allerdings werden
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die Partikelcharakteristika aufgrund des mehrstufigen Prozesses durch eine Vielzahl von
Faktoren beeinflusst, welche in Tab. 1-5 zusammengefasst sind. Deshalb sollte eine
Anpassung der Prozessparameter hinsichtlich der Partikelgroe und -verteilung sowie der
Verkapselungseffizienz fiir die verwendeten Polymere bzw. das Modell-Antigen erfolgen.

Nachteilig ist eine mogliche Beeintrdchtigung der Proteinstabilitit beim
Verkapselungsprozess, welche zu einer verminderten Bioaktivitdt bzw. Antigenitdt fithren
kann. Protein-Antigene konnen wihrend des Herstellungsverfahrens, aber auch bei der
Lagerung sowie der Freisetzung aus der Matrix, aggregieren oder abgebaut werden. Die
Denaturierung der Proteine erfolgt bei der Herstellung zumeist durch den Kontakt mit dem
organischen Losungsmittel an der W,/O-Grenzfliche (Alonsoefal. 1994, Sah 1999,
Uchida et al. 1998) und den Energieeintrag durch hohe Scherkrifte bzw. Ultraschall bei der
Emulsionsbildung. Eine detaillierte Ubersicht iiber die Einflussfaktoren, welche die
Proteinstabilitdt beeintrdchtigen, und Strategien zur Behebung dieser Probleme geben
Bilati ef al. (2005).

Weitere potenziell nutzbare Verfahren zur Herstellung von phagozytierbaren
proteinbeladenen PLGA-MP umfassen die Emulgierung mittels mikropordoser Membranen
(Doan und Olivier 2009, Gasparini et al. 2008, Ma et al. 1999, Veldhuis ef al. 2009) und
verschiedene jet break-up-Prozesse, darunter elektrostatische Tropfengeneration (Ding ef al.
2005, Leeetal 2010, Xieetal 2008), akustische jet excitation (Berkland et al. 2001,
Zvonar et al.  2009), flow focusing (Holgado et al. 2009, Xuetal 2009) und
Tragerstromverfahren (Berkland ef al. 2001). Diese Verfahren sind aber zumeist apparativ

aufwendig und schwierig aseptisch durchzufiihren.

50



Einleitung

Tab. 1-5. Prozessparameter der W/O/W-Losungsmittel-Evaporationsmethode und deren Einfluss auf die
Partikelcharakteristika modifiziert nach Kissel er al. 2006.

Phasenzusammensetzung und
Herstellungsbedingungen

Parameter

Genereller Einfluss auf die
Partikelcharakteristika

Wi-Phase

Eigenschaften des Wirkstoffs
(IEP, My)

Wirkstoft-Beladung: Volumen
des Wassers, Konzentration,
Viskositit

Hilfsstotte (Stabilisatoren, Puf-
fersalze, Salze, Losungsmittel)

O-Phase

Polymereigenschatten (M.,
Struktur, Quellfahigkeit)

Losungsmitteleigenschaften
(Damptdruck)

Polymermenge, Volumen des
organischen Losungsmittels,
Konzentration, Viskositit,
Loslichkeit in der
kontinuierlichen Phase

Hilfsstoffe (Stabilisatoren,
Weichmacher)

Ws-Phase

Stabilisatoreigenschaften, -typ
und -konzentration, Viskositit

Hilfsstoftfe (Puffersalze)

Volumenverhiltnisse der Phasen:
WO =Wy, W, - 0,0 <~ W,

Herstellungsbedingungen

Te mp eratur

Homogenisierungstechnik, -gerét
und -intensitét (z. B.
Rithrgeschwindigkeit, Dauer)

Entzug des organischen
Losungsmittels, Druckverhéltnis

geplante Ansatzgrafie,
Gefiligestaltung

weitere Verarbeitung der
Mikropartikel

Isolation (Filtrieren,
Zentrifugieren), Waschen,
Trocknen (Vakuum,
Lyophilisation)

Diffusionsvermagen, Laslichkeit,
GroBe, Interaktion mit dem
Polymer

erhdhte Beladung

erhohter osmotischer Druck

erhohtes My, erhdhte Viskositét

verminderte Hartungsdauer

zu schnelle Hartung/Aggregation
vor der Homogenisierung

erhohte Polymerkonzentration,
erhéhte Viskositit

oberflachenaktive Substanzen

Fahigkeit zur Stabilisierung der
dispergierten Phase

erhohter osmotischer Druck

verminderte W;-Phase, erhéhte
Wi-Phase

erhohte Intensitat, Zeit

verminderte Hartungsdauer

scaling up

Einfluss auf die Wirkstott-
Freisetzung

erhohte Partikelgréfe und
Porositat

verminderte
Verkapselungsettizienz

erhohte Partikelgréfle, erhchte
Verkapselungsettizienz

erhohte Verkapselungseffizienz

Einfluss auf Porositat/Dichte

erhohte PartikelgriBe, erhéhte
Verkapselungseftizienz,
verminderte ,,burst“-Freisetzung

verminderte PartikelgroBe und
Verkapselungsettizienz, hohere
burst“-Freisetzung

Einfluss auf Verkapselungs-
effizienz/Partikelgrofie

erhohte Verkapselungseffizienz
verminderte

Verkapselungsettizienz, erhohte
Freisetzungsrate

verminderte PartikelgroBe,
verminderte Verkapselungs-
effizienz

erhohte Verkapselungseffizienz,
Einfluss auf Porositat/Dichte
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1.5.4 Oberflachenmodifizierung von PLGA-Mikropartikeln

Fiir eine erfolgreiche Tumorimmuntherapie mit huMoDC ist die ex vivo-Reifung von iDC
zu mDC und die nachfolgende in vivo-Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen
erforderlich. Da die meisten Tumorantigene sowie PLGA-MP als Antigen-Trigersysteme
keine Reifung der iDC verursachen (Fischer ef al. 2007, Wischke et al. 2006), miissen die MP
mit einem Reifungsstimulanz, beispielsweise TLR-Agonisten, modifiziert werden. Zudem ist
die Aufnahme des TLR-Agonisten und des Antigens in dasselbe Phagosom fiir die gezielte
nachfolgende Aktivierung von antigenspezifischen Zellen vorteilhaft (Blander und Medzhitov
2006, Kazzaz et al. 2006, Schlosser et al. 2008). Eine Modifizierung der PLGA-MP mit den
entsprechenden TLR-Agonisten ist sinnvoll, wobei der TLR-Agonist auf der Oberfliche der
PLGA-MP lokalisiert sein sollte, um mit dem zugehdrigen Rezeptor auf bzw. in den DC zu
interagieren. Die Assoziation des TLR-Agonisten an die MP-Oberfliche kann dabei iiber
kovalente oder nicht-kovalente Bindungen erfolgen. Man unterscheidet weiterhin bei den
nicht-kovalenten Bindungsarten zwischen elektrostatischen, hydrophilen und hydrophoben
Interaktionen.

Fiir die nachtrdgliche kovalente Oberflichenmodifizierung von hergestellten PLGA-MP
sind v. a. nasschemische, im wéssrigen Milieu ablaufende Methoden geeignet, da bei diesen
die Integritit der PLGA-MP erhalten bleibt. Alternativ kann PLGA vor der MP-Herstellung in
organischer Losung chemisch modifiziert werden (Lavik et al. 2001, Nam und Park 1999).
Bei der Verwendung von Proteinen als Kopplungspartner besteht die Gefahr einer
Denaturierung im organischen Losungsmittel. Das so verdnderte Polymer weist andere
Eigenschaften als das Ausgangspolymer auf, was die Herstellungsparameter und MP-
Charakteristika beeinflusst (Caponetti ef al. 1999). Deshalb werden im Weiteren nur die
erstgenannten Methoden besprochen.

Die im PLGA vorhandenen freien Carboxylendgruppen stellen die Angriffspunkte fiir eine
nasschemische kovalente Kopplung dar. Die funktionellen Gruppen des zu bindenden
Molekiils entscheiden dariiber, welche Methode ausgewéhlt wird (Goddard und Hotchkiss
2007). Die giangigste Kopplung erfolgt zwischen Carboxylgruppen und primédren Aminen mit
Hilfe von  wasserloslichen  Carbodiimiden, wie  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDAC), und fiihrt unter Abspaltung eines Isoharnstoff-

Derivats zur Entstehung einer stabilen Amidbindung zwischen den MP und den zu bindenden

52



Einleitung

Molekiilen (Abb. 1-12) (Hoare und Koshland 1966, Williams und Ibrahim 1981). Als
Zwischenprodukt entsteht ein sehr reaktiver O-Acylisoharnstoffester, der auch mit anderen

Nukleophilen, wie Thiolen, Hydrazinen und Hydroxylgruppen, reagiert (Abb. 1-12).
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Problematisch ist dabei die schnelle Hydrolyse in wissrigem Milieu, welche zur
Regeneration der Carboxylgruppe fiihrt und v. a. bei niedriger Konzentration des priméren
Amins tberwiegt (Gilles eral. 1990). Enthédlt das zu koppelnde Molekiil sowohl
Carboxylgruppen als auch Nukleophile, so kann es in Gegenwart von EDAC zur Selbst-
Polymerisation kommen und die Bindung des Molekiils an die PLGA-MP verhindert werden.
Um diese Probleme zu umgehen, filigten Staroseral. 1986 das wasserlosliche
N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS) zu der EDAC-Losung hinzu. Sulfo-NHS reagiert

mit dem reaktiven O-Acylisoharnstoffester unter Abspaltung eines Isoharnstoff-Derivats zu
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einem Sulfo-NHS-Ester. Letzterer ist weniger reaktiv und somit hydrolysestabiler als der
O-Acylisoharnstoffester (Abb. 1-12). Zudem wird Sulfo-NHS in deutlich hoherer
Konzentration als das anzukoppelnde Molekiil verwendet, womit eine nahezu quantitative
Umwandlung der Carboxylgruppen in Sulfo-NHS-Ester gewéhrleistet wird. Als Folge wird
eine erheblich hohere Ausbeute bei der Derivatisierung der Carboxylgruppen erreicht.

Chakravarthi und Robinson verglichen 2011 die kovalente Kopplung von Chitosan mittels
EDAC/NHS-Methode an Paclitaxel-beladene PLGA-MP mit der Adsorption. Die Effizienz
der Assoziation war bei der kovalenten Methode (ca. 98 %) hoher als bei der adsorptiven (ca.
81 %). Dariiber hinaus sank die Assoziationseffizienz bei der adsorptiven Methode auf ca.
60 %, wenn die Chitosankonzentration in der Beschichtungslosung von 0,2 auf 1 % erhoht
wurde, wihrend sie bei der kovalenten Methode gleich blieb.

Die EDAC/Sulfo-NHS-Methode wurde von Kasturietal. 2005 verwendet, um
verzweigtkettiges Polyethylenimin (PEI) kovalent an PLGA-MP (Resomer® RG 502H) zu
binden. Wihrend unmodifizierte PLGA-MP ein negatives Zetapotenzial zeigten, flihrte die
kovalente Kopplung von PEI an die MP-Oberfliche zu einem positiven Zetapotenzial von ca.
+ 35 mV, welches signifikant hoher war als bei der Adsorption (+ 10-24 mV).

Die Bindung des anzukoppelnden Molekiils kann direkt oder iiber ein chemisches
Verbindungsstiick, einen sog. Spacer, erfolgen (Tab. 1-6). Die Spacer konvertieren die
endstindigen Carboxylgruppen in andere funktionelle Gruppen, welche dann mit den
anzukoppelnden Molekiilen reagieren. So wandelten Nobs ef al. 2004 die endstidndigen
Carboxylgruppen von PLA-NP mit Hilfe von EDAC/Cystamin/Tris(2-carboxyethyl)
phosphinhydrochlorid in Thiolgruppen um. Die thiolierten NP wurden im Anschluss an
NeutrAvidin™, welches mit sulfo-MBS (m-Maleinimidobenzyl-N-hydroxysuccinimidester)
aktiviert wurde, kovalent gebunden. Die NeutrAvidin™-modifizierten PLA-NP zeigten eine
Biotin-Bindungskapazitit, die geringer als die von l8slichem NeutrAvidin™ war, was die
Autoren auf Aggregatbildung der Proteine zuriickfiihrten.

Zudem kann iiber Spacer der Abstand des Molekiils zur MP-Oberfldche erhoht werden,
was eine sterische Hinderung vermeidet. Der Einsatz von Spacern ist aber nicht immer fiir
eine Interaktion des PLGA-MP-gebundenen Liganden mit seinem Rezeptor auf der
Zelloberfliche notig. Brandhonneur ef al. koppelten 2009 RGD- und RAD-Heptapeptide, die
Proteine Weizenkeim-Agglutinin (WGA, wheat germ agglutinin) und bovines Serumalbumin

(BSA, bovine serum albumin), Poly-L-lysin sowie Mannose-PEG;-NH, mittels einer
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Carbodiimid-Methode an PLGA-MP (D[4,3] 2,5 um; Resomer® RG 503H). Aufgrund der
GroBe und der funktionellen Gruppen der anzukoppelnden Molekiile waren fiir das Protein
WGA (M,, ~ 38000 g/mol) und das RGD-Heptapeptid (M, ~720 g/mol) keine Spacer
notwendig, wohl aber fiir das kleinere Mannosemolekiil (M,, ~ 180 g/mol), welches {iber
einen PEG;-Spacer an die MP gebunden wurde.

Tab. 1-6. Spacer fiir die Reaktion mit EDAC- oder EDAC/NHS-aktivierten Carboxylgruppen

zusammengestellt aus Hermanson 2008.

Spacer Strukturformel Funktion(en) - Beispiele
Cystamin ’/ HS_S,/’ \‘ Reaktion  mit  Thiolen zu
[2,2'-Dithiobis(ethylamin)] Disulfidbriicken, Konversion
MH; MH; ]
Carboxylgruppe zu  primédrem
Amin
Ethylendiamin HM Konversion Carboxylgruppe zu
(Ethan-1,2-diamin) _\— MH- primdrem Amin, Umwandlung von
negativer in positive Oberflichen-
ladung von PLGA-MP (pH < 8-10)
Adipinsduredihydrazid o Konversion Carboxylgruppe zu
(Hexan-1,6-disduredihydrazid) HN ~ HJ\A/‘\”/N H&N Hy Hydrazid, Reaktion mit Aldehyden
0 /Ketonen zu Hydrazonen
(+)-Biotinhydrazid H H Konversion Carboxylgruppe zu
{5-[(3aS,4S,6aR)-2- MH, S " %O Biotin, nicht-kovalente Bindung
Oxohexahydro-1H-thieno[3,4- H P|~J %O MNH mit Streptavidin/Avidin
d]imidazol-4-yl] W H

pentansdurehydrazid}

Vorteil der kovalenten Kopplung ist die permanente Bindung des Agonisten an die PLGA-
MP, was die Aufnahme des Antigens zusammen mit dem TLR-Agonisten in dasselbe
Phagosom garantiert, sowie eine verminderte Wirkung durch Ablosen des TLR-Agonisten von
der MP-Oberfldache und dessen Verdiinnung im Umgebungsmedium verhindert. Des Weiteren
sind die haufig eingesetzten nasschemischen Methoden mit einer gebrduchlichen
Laborausstattung durchfiihrbar.

Nachteile sind die zumeist aufwendigen mehrstufigen Arbeitsablaufe, welche bei Verzicht
auf eine Endsterilisation aseptisch durchgefiihrt werden miissen, sowie der Einsatz von z. T.

gefahrlichen Chemikalien, die eine entsprechende Entsorgung bendtigen und deren Restgehalt
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in den PLGA-MP die DC negativ beeinflussen konnte. Eine kovalente Kopplung kann durch
oberflichenverankertes PVA, welches als Stabilisator hdufig in der dufleren wissrigen Phase
bei der Herstellung von PLGA-MP mittels W/O/W-L&sungsmittel-Evaporations-Methode
eingesetzt wird, sterisch verhindert werden (Bouryefal 1995, Scholesefal. 1999).
Allerdings wurde bei den genannten Studien PVA in relativ hohen Konzentrationen von
5-15% (m/V) eingesetzt.  Shakesheffefal. konnten 1997 mit Hilfe der
Rontgenphotoelektronen-Spektroskopie  (X-ray photoelectron  spectroscopy) auf der
Oberfliche von PLGA-MP (Resomer® RG 506, D[4,3] 10,8 um) bei Verwendung einer
1%igen PVA-Losung 50 % Vinylalkohol-Einheiten und 50 % Milchsdure-Einheiten
identifizieren und somit keine vollstindige Bedeckung der Oberfliche mit PVA feststellen.
Zudem kann durch die kovalente Kopplung des TLR-Agonisten dessen Konformation und
sterische Zuginglichkeit verdndert werden, was die Rezeptor-Ligand-Interaktion
beeintrichtigt und ggf. zu einer verminderten biologischen Wirkung fithren kann. So konnten
Kocbek et al. 2007 eine verminderte Bindung von kovalent an PLGA-NP gebundenen
Antikdrpern an ihre Zielmolekiile feststellen, wéihrend adsorptiv gebundene Antikorper nicht
beeintrachtigt waren. Die Bindung des TLR-Agonisten iiber Spacer kann in diesen Fillen eine
sterische Hinderung vermeiden.

Die Adsorption von Liganden an die PLGA-MP kann prinzipiell liber Van-der-Waals-
Krifte, hydrophobe Wechselwirkungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen (Wasserstoff-
briicken-Bindung) und ionische Wechselwirkungen (elektrostatische Anziehung) erfolgen und
ist von den physikochemischen Eigenschaften des Liganden abhingig. Sie erfolgt an der
Grenzflache zwischen Partikel und Umgebungsmedium und kann unter thermodynamischen
und kinetischen Aspekten betrachtet werden. Héufig genutzt wird die elektrostatische
Assoziation von Molekiilen an die Partikeloberflache. Dabei spielen die Ladungsdichte, die
PartikelgroBe, der pH-Wert, die lonenstirke und die Temperatur eine wichtige Rolle. Eine
ausfithrliche Darstellung der theoretischen Hintergriinde der Adsorption von Ionen,
Polyelektrolyten und Proteinen geben Cohen Stuart ef al. 1991.

PLGA-MP sind aufgrund der endstindigen Carboxylgruppen, sofern diese unverestert
vorliegen, bei neutralem pH-Wert negativ geladen und konnen somit positiv geladene
Molekiile vorwiegend iiber elektrostatische Anziehung adsorbieren. Um eine noch stérkere
Ladungsdichte der PLGA-MP zu erreichen, werden geladene Molekiile in der Oberflache der

Partikel verankert. Die Verankerung erfolgt oftmals durch die Zugabe der Molekiile zur
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W,-Phase bei der Herstellung mittels W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Methode. Dabei
diffundieren hydrophobe Anteile der Molekiile aus der W,-Phase in die polymerhaltige
O-Phase der entstehenden und noch nicht ausgeharteten PLGA-MP, wihrend die hydrophilen
Teile der Molekiile in der W,-Phase verbleiben. Nach dem Entzug des Losungsmittels und der
Aushirtung der PLGA-MP sind die Molekiile dann auf der Oberfliche verankert. Dieses
Phinomen wurde zunidchst flir den Stabilisator PVA beobachtet (Boury efal. 1995,
Shakesheff et al. 1997, Scholes et al. 1999). Als Ersatz fiir PVA wurden anionische
oberflachenaktive Stoffe, wie Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) und
Natriumdocusat verwendet, um negativ geladene PLGA-MP herzustellen (Chesko et al. 2005,
Kazzaz et al. 2000).

Kationische PLGA-MP wurden ebenfalls {iber das Verfahren der Oberfldchen-Verankerung
hergestellt. Die positiv geladenen PLGA-MP konnen Nukleinsduren, wie Plasmide, mRNA,
siRNA, Antisense-Oligonukleotide und einigen TLR-Liganden (TLR3/7/8/9), elektrostatisch
adsorbieren und stabilisieren (Briones ef al. 2001, O'Hagan ef al. 2004, Singh et al. 2001,
Wischke et al. 2009). Zudem wird die Muco- und Zelladhdsion durch die positive
Oberflachenladung verbessert, da diese verstirkt an die negativ geladene Schleimhaut bzw.
Zelloberfliche binden (Tabata und Ikada 1988, Thiele eral. 2001, Vilaetal 2002,
Wischke et al.  2006). Als kationische Molekiile wurden das Tensid Cetyltrimethyl-
ammoniumbromid (CTAB, Singh et al. 2000) und polykationische Polymere, wie Poly-L-lysin
(Cui und Schwendeman 2001), Poly-L-lysin-g-PEG (Faraasen et al. 2003), Polyethylenimin
(Shakweh et al. 2005), Chitosan (Ravi Kumar et al. 2004, Vilaetal 2002), Protamin
(Fischer et al. 2007, Martinez Goémez et al. 2008) und Diethylaminoethyldextran (DEAE-
Dextran, Wischke et al. 2006), verwendet.

Wischke et al. (2006) verglichen die Herstellung von verschiedenen positiv geladenen MP,
wobei als Zusitze zur W,-Phase CTAB, Chitosan/PVA und DEAE-Dextran/PVA verwendet
wurden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um O'Hagan (Briones ef al.
2001, O'Hagan et al. 2004, Singh et al. 2000, 2001, 2003) konnte keine stabile Assoziation
des niedermolekularen CTAB an die MP-Oberflidche (Singh et al. 2003) gefunden werden. So
wurde mit zunehmender Anzahl an Waschschritten mit destilliertem Wasser eine
Agglomeration der CTAB-PLGA-MP durch Ablosen von oberflichengebundenem CTAB
festgestellt. Das Verdndern der CTAB-Konzentrationen (1-5 mg/ml) und der Hydrophobizitit

des eingesetzten Polymers war erfolglos. Bestétigt wurden diese Ergebnisse durch Oster et al.
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(2005), die ebenfalls eine Agglomeration von CTAB-PLGA-MP feststellten. Im Gegensatz
dazu fiihrte der Einsatz von hohermolekularen Polymermischungen, d. h. Chitosan/PVA und
DEAE-Dextran/PVA, zu stabilen MP-Formulierungen, bei denen eine Abnahme des positiven
Zetapotenzials mit zunehmenden Waschschritten bei pH 7 beobachtet wurde, was auf einen
partiellen Verlust der Polykationen Chitosan und DEAE-Dextran schliefen lie. Hierbei
wiesen DEAE-Dextran-modifizierte PLGA-MP auch nach dreimaligem Waschen ein positives
Zetapotenzial auf, wihrend Chitosan-modifizierte PLGA-MP bereits ein leicht negatives
Zetapotenzial zeigten. Neben der elektrostatischen Stabilisierung durch die Polykationen

schien also v. a. die sterische Stabilisierung durch PVA bedeutsam zu sein.
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Abb. 1-13. Beschichtung von FITC-BSA-beladenen DEAE-Dextran-modifizierten PLGA-MP mit Poly(I:C) in
einem Mehrfachschicht-Verfahren (modifiziert nach Schendler ef al. 2008). - a) Schematische Darstellung des
Beschichtungsverfahrens; b) Zetapotenzial nach der jeweiligen Beschichtung (MW £ SD, n = 5).

Des Weiteren konnte in unserer Arbeitsgruppe ein Mehrfachschicht-Verfahren entwickelt
werden, welches eine erhohte Beladung von PLGA-MP mit der doppelstringigen RNA
Polyinosin-Polycytidin-Séure [Poly(I:C)], einem TLR3-Agonisten, ermdglicht (Abb. 1-13,
Wischke et al. 2009).

Eine vergleichbare Schicht-fiir-Schicht-Methode (layer-by-layer) wurde von Decher 1997

fiir die Funktionalisierung von flachen Oberflichen mit sich abwechselnder Anlagerung von
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positiv und negativ geladenen Polyelektrolyten beschrieben. In unserem Verfahren wurden
positiv geladene DEAE-Dextran-modifizierte PLGA-MP zunichst mit negativ geladener
Poly(I:C), dann mit positiv geladenem DEAE-Dextran und schlielich wieder mit Poly(I:C)
beschichtet. Die Beschichtungen mit den verschiedenen Polyelektrolyten flihrte jeweils zur
Umkehr des Zetapotenzials (Abb. 1-13b). Zudem konnte eine deutlich hohere Beladung mit
Poly(I:C) erreicht werden als in einem Einfachschicht-Verfahren moglich gewesen wére
(Abb. 1-14). Die so hergestellten Poly(I:C)-PLGA-MP wurden effizient von huMoDC
phagozytiert und induzierten eine Reifung, die der eines Zytokin-Cocktails oder einer mehr

als 12fach hoheren Konzentration an geldster Poly(I:C) entsprach.
20
18

16

—
=~
1

—_
NS}
PR

poly(I:C)-Gehalt PLGA-MP (ug/mg)
S
1

Abb. 1-14. Vergleich des Gehalts
an Poly(I:C) von PLGA-MP in

D ) D D D D ) AP
&@& o\-&*& &&0\{\ é\-@\\\ §»°\ 6&5& 6&5& Abhingigkeit von der Poly(I:C)-
& & g&g& @5&’ g&o\@ & & Konzentration der Beschichtungs-
& @é& & & & & 3 losung im  Einfach-  und
N S N o N o & ;
9 A\ N N " BN S Mehrfachschicht-Verfahren nach
¥ Wischke et al. 2009 (bisher un-

Konzentration poly(I:C)-Beschichtungslésung (ug/ml) Veréffeptlichte Daten).  Darge-
stellt ist der MW +SD von

mindestens drei unabhingigen
Versuchen.

Auch amphiphile Molekiile, wie LPS, konnten durch Zusatz zu einer PVA-haltigen
W,-Phase in der Oberfliche von PLGA-NP verankert werden. So zeigten Demento et al. 2009
einen Einbau von ca. 13 pg/mg LPS in proteinbeladene PLGA-NP mit Hilfe des Limulus-
Amobozyten-Lysat-Tests (LAL-Test).

Vorteile der Oberflichenverankerung von Liganden sind der vergleichsweise geringe
Arbeitsaufwand und der geringe Gehalt des Liganden im bzw. auf den PLGA-MP im
Vergleich zur Inkorporation des Liganden in die O-Phase (Evoraeral 1998). Bei
letztgenannter Methode werden die Liganden meist mit Hilfe von Kosolvenzien in der

O-Phase geldst und finden sich nach der Losungsmittel-Evaporation auch auf der Oberfliche
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der PLGA-MP wieder (Bivas-Benita ef al. 2004). Allerdings ist der Gehalt des Liganden im
PLGA-MP relativ hoch, was zur Verdnderung der Eigenschaften des Polymers und
veranderten MP-Charakteristika fithren kann (Atuah efal. 2003). Vorteilhaft bei der
Oberflachenverankerung ist weiterhin das im Vergleich zur kovalenten Kopplung
unverdnderte Polymer, wodurch die Zulassung von PLGA fiir die Anwendung am Menschen
erhalten bleibt.

Nachteilig ist die mogliche Desorption des Liganden von der Oberfldche und die relativ
grolle Gesamtmenge an Ligand bei der direkten Oberflichenverankerung, die in der zumeist
groBvolumigen W,-Phase vorhanden ist. Bei teuren Liganden ist somit die Beschichtung mit
hoher Konzentration in kleinem Volumen giinstig.

Den letzten Ansatz verfolgten Trimaille e al. (2003) und beschichteten kleine (280 nm)
und grof3e (980 nm) PLA-NP nach der Herstellung mit verschiedenen PEI-Konzentrationen,
was zu einer VergroBerung des hydrodynamischen Teilchendurchmessers und zu einem
Anstieg des negativen Ausgangs-Zetapotenzials auf positive Werte filihrte. Dabei wurde bei
den groBeren Partikeln eine niedrigere absolute Adsorption von PEI erreicht, was auf die
geringere spezifische Oberfliche zuriickgefiihrt wurde. Unterstiitzt wurde diese Annahme
durch den schnelleren Anstieg des Zetapotenzials und das frithere Erreichen eines Plateaus bei
+25-30 mV mit steigender PEI-Adsorption bei den groBeren PLA-NP. Die Adsorption von
PEI war zudem abhéngig von der Ionenstirke des Umgebungsmediums, wobei eine geringe
Ionenstéirke eine niedrige Adsorption von PEI bedingte. Messai ef al. (2003) untersuchten
dieses Phinomen nédher und vermuteten aufgrund der erhaltenen Adsorptions-Isotherme, der
elektrophoretischen Messungen und der rasterelektronenmikroskopischen Bilder, dass bei
geringer Salzkonzentration eine Einfachschicht des Polyelektrolyten gebildet wird, wéhrend
bei hoherer Ionenstirke Mehrfachschichten entstehen. Die weitere Adsorption von negativ
geladener DNA an PEIl-modifizierten PLA-NP war bei niedrigen pH-Werten und hohen
Ionenstdrken hinsichtlich der adsorbierten Menge an DNA und der Adsorptionsstirke erhoht.
Munier et al. (2005) konnten auch fiir die Polyelektrolyte Chitosan und Poly(2-
dimethylamino)ethyl-methacrylat eine effektive nachtragliche Adsorption an PLA-NP zeigen.
Die nach der Herstellung erfolgte Beschichtung von Partikeln aus PLA bzw. PLGA ist somit
geeignet fiir die Modifizierung der Oberflache mit positiv geladenen Polyelektrolyten.
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1.6 Zielstellung

In vorherigen Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten mit DEAE-Dextran
modifizierte kationische PLGA-MP hergestellt werden, die effektiv das Modell-Antigen
FITC-BSA verkapselten (Wischke et al. 2006). Die Herstellung erfolgte nach der
W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Methode mit Hilfe eines Mikromischers. Das Verfahren
war geeignet flir die Herstellung von proteinbeladenen PLGA-MP zum Targeting von DC,
erwies sich aber durch die gelegentliche Verstopfung des Mikromischers als wenig robust. Die
kationischen PLGA-MP wurden effektiv mit dem TLR3-Agonisten Poly(I:C) modifiziert
(Wischke et al. 2009). Hierzu wurde eine Schicht-fiir-Schicht-Methode angewendet, bei der
die negativ geladene doppelstrangige RNA Poly(I:C) abwechselnd mit dem positiv geladenen
Polymer DEAE-Dextran auf die MP-Oberfldche iiber elektrostatische Wechselwirkungen
aufgebracht wurden. Die erhaltenen Poly(I:C)-modifizierten PLGA-MP wurden effizient von
huMoDC aufgenommen und fiihrten zu deren Reifung. Die Reifung durch Poly(I1:C)-
modifizierte PLGA-MP war vergleichbar mit der Reifung durch eine ca. 12fach hohere
Konzentration an geloster Poly(I:C).
Das Ziel der hier vorgelegten Arbeit war die Herstellung von PLGA-MP als Antigen-
Tragersystem, die das Modell-Antigen BSA (falls erforderlich FITC-BSA) effektiv verkapseln
sollten. Die folgenden Anforderungen wurden dabei an das Herstellungsverfahren und die
PLGA-MP gestellt:
* Herstellung mittels aseptischer W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Methode unter
Einsatz des robusteren Rotor-Stator-Homogenisators als Dispergierwerkzeug

* FEinfluss des verwendeten PLGA, der PLGA-Konzentration sowie der
Homogenisationsgeschwindigkeit und -zeit bei der Sekundidremulgierung auf die
Partikelcharakteristika

» PartikelgroBe fiir eine Phagozytose durch APC kleiner als 5-10 pm

* kontrollierte Freisetzung des Modell-Antigens BSA

* Charakterisierung der Partikel hinsichtlich ihrer Ultrastruktur, ihrer Ladung, ihres

Restlosungsmittel- und Endotoxingehalts

Die im ersten Schritt als geeignet ermittelten PLGA-MP sollten in einem zweiten Schritt

mit TLR-Agonisten modifiziert werden, um ein bifunktionales Antigen-Tragersystem zu

erhalten, welches das Antigen zusammen mit dem TLR-Agonisten in dasselbe Phagosom in

61



Einleitung

den DC transportiert. Dies ist fiir eine optimale Antigenprisentation und Reifung der DC
notwendig (Blander und Medzhitov 2006) und essentiell fiir die Entwicklung einer optimalen
antitumorellen T-Zellantwort (Hamdy ef al. 2008, Schlosser et al. 2008). Die gleichzeitige
Applikation von PLGA-MP mit TLR-Agonisten als Antigen-Tragersystem wurde bisher fiir
TLR3- (Wischke etal. 2009), TLR4- (Kazzazetal. 2006) und TLR9-Agonisten
(Fischer et al. 2009, San Romaén et al. 2008, Singh et al. 2001) beschrieben. In dieser Arbeit
sollten erstmalig PLGA-MP mit dem TLR2/1-Agonisten BAS sowie dem TLR2/6-Agonisten
FSL1 modifiziert werden. Eine Bindung der TLR2-Agonisten an die Oberfliche der PLGA-
MP ist dabei sinnvoll, damit trotz niedrigem Gesamtgehalt an TLR2-Agonist eine hohe
Interaktionsdichte zwischen TLR-Ligand auf den MP und TLR auf den APC erreicht wird.
Hierzu waren Verfahren fiir die Adsorption und die kovalente Kopplung der TLR2-Agonisten
an die MP-Oberfliche zu etablieren und der Gehalt an gebundenen TLR2-Agonisten zu
bestimmen.

Die TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP sollten hinsichtlich ihrer Aufnahme durch
und immunstimulatorischen Wirkung auf APC im Vergleich zu gelosten TLR2-Agonisten,
unmodifizierten PLGA-MP und deren Mischung erforscht werden. Fiir anféngliche
Untersuchungen wurden makrophagendhnliche THP-1-Zellen ausgewihlt, da Versuche mit
dieser Zelllinie deutlich preiswerter und weniger aufwendig als Versuche mit huMoDC sind.
Die THP-1-Zellen sollten durchflusszytometrisch charakterisiert und die Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen mittels ELISA oder ELISPOT bestimmt werden. Nach einer
erfolgreichen Bewertung der TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP als Antigen-
Tragersystem fiir THP-1-Zellen war nachfolgend der Einfluss dieser Partikel auf huMoDC zu
analysieren. Die folgenden Fragestellungen sollten dabei bearbeitet werden:

» Fiihrt die Phagozytose der TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP zu einer Reifung

der huMoDC oder wird diese durch die PLGA-MP beeintrachtigt?

* Wird durch die TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP eine Sekretion von
Tul-polarisierenden Zytokinen induziert bzw. bleibt diese induzierbar?

* Bietet die Anwendung von partikulir gebundenem TLR2-Agonisten Vorteile
gegeniiber der Anwendung in geloster Form bei der Reifung und T-Zell-Polarisierung
von huMoDC?

* Bestehen Unterschiede zwischen TLR2/1- und TLR2/6-Agonisten hinsichtlich der
Wirkung auf huMoDC?
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Ebenfalls sollten BSA-beladene PLGA-MP mit dem Polykation Protamin beschichtet
werden, um nachfolgend eine Assoziation des anionischen TLR4-Agonisten sMPLA {iber
elektrostatische Wechselwirkungen an die Oberfliche der MP zu realisieren. Im Gegensatz zu
bereits bekannten Experimenten mit verkapseltem MPLA (Hamdy ef al. 2007) wiirde diese
Methode eine nachtragliche Oberflichen-Modifizierung von Antigen-beladenen PLGA-MP
mit SMPLA erméglichen. Dabei war die Uberlegenheit der elektrostatischen Assoziation
gegeniiber der unspezifischen Adsorption zu zeigen. Der Gehalt an SMPLA sollte mit Hilfe
des chromogenen LAL-Tests bestimmt werden. Die fiir die TLR2-Agonist-modifizierten
PLGA-MP zu bearbeitenden Fragestellungen hinsichtlich der Wirkungen auf huMoDC waren
auch fir sMPLA-modifizierten PLGA-MP zu bearbeiten. Dabei sollte die bekannte
reifungsstimulierende und Tyl-polarisierende Wirkung von geldstem MPL® aus S. minnesota
(R595) auf huMoDC (Ismaili et al. 2002) fiir gelostes und Oberflichen-gebundenes sMPLA

bestdtigt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung der PLGA-Mikropartikel

Die Herstellung der Protein-beladenen PLGA-MP erfolgte mit Hilfe eines
W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Verfahrens. Die nachfolgend beschriebene Herstellungs-
technik wurde fiir alle in dieser Arbeit hergestellten MP verwendet, falls dies nicht im Text
explizit ausgeschlossen wird.

Die innere wéssrige Phase (W;-Phase) enthielt als Modell-Antigen 10 mg/ml BSA oder
mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes BSA (FITC-BSA) (beides von Sigma Aldrich,
Schnelldorf, Deutschland) in PBS (Biochrom, Berlin, Deutschland).

Fir die Herstellung der polymerhaltigen organischen Ldsungsmittel-Phase (O-Phase)
wurden 400 mg PLGA Resomer® RG 502 H von Boehringer Ingelheim (Ingelheim,
Deutschland) in eine 10 ml-Spritze Injekt® Solo von B. Braun Melsungen (Melsungen,
Deutschland) eingewogen. Dafiir wurde der Spritzenstempel entfernt und die Spritze mit einer
Sterican® Einmalkaniile Gr. 14 (B. Braun Melsungen) in einem Rotilabo®-Stopfen aus
Silikongummi (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Nach der Einwaage des PLGA
wurde mit DCM (HPLC-Reinheit, Carl Roth) auf 4000 mg aufgefiillt, die Spritze mit dem
Stempel verschlossen und das PLGA unter Schiitteln geldst.

Im Anschluss daran erfolgte die Herstellung der W,/O-Emulsion (Priméremulsion). Dazu
wurde der Spritzenstempel entfernt und 200 pl der W,-Phase zu der O-Phase pipettiert. Unter
einminiitiger Einwirkung eines Ultraschall-Homogenisators Sonopuls® HD 70 mit einer
Sonotrode® MS 73 (Bandelin electronic, Berlin, Deutschland) bei 80 % der maximalen
Leistung erfolgte die Emulsionsbildung.

Hiernach wurde die Spritze mit dem Stempel verschlossen und von der Kaniile getrennt.
Die in der Spritze verbliebene Luft wurde entfernt und die Spritze mit einer Sterican®
Einmalkaniile Gr. 20, welche an einen Teflonschlauch mit 0,8 mm Innendurchmesser
angeschlossen war, verbunden. Die Spritze wurde in einer Spritzenpumpe (Typ 540200, TSE
Systems, Bad Homburg, Deutschland) arretiert und das offene Ende des Teflonschlauchs in
eine Vorlage aus 50 ml duBerer wiéssriger Phase (W,-Phase), welche sich in einem 100 ml-

Messzylinder befand, eingetaucht. Die W»>-Phase bestand aus einer 0,25%igen (m/V) PVA-
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Losung (Mowiol® 4-88, Kuraray Specialities Europe, Frankfurt a. M., Deutschland), die unter
Riihren durch Erhitzen der Ausgangsstoffe auf ca. 90 °C hergestellt wurde.

Fiir die Bildung der W,/O/W,-Emulsion (Sekundiremulsion) wurde ein Ultra Turrax® T25
Rotor-Stator-Homogenisator mit dem Dispergierwerkzeug S 25N - 18 G der IKA® Werke
(Staufen, Deutschland) verwendet. Die Drehzahl war auf 20500 U/min eingestellt und das
Dispergierwerkzeug wurde in der W,-Phase kurz iiber dem Boden des Messzylinders
befestigt. Drei Sekunden nachdem der Rotor-Stator-Homogenisator gestartet wurde, erfolgte
die Zugabe der Primdremulsion mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min {iiber die
Spritzenpumpe. Nach einer Minute Homogenisierungszeit wurde die entstandene
Sekundidremulsion in ein Hartungsbad aus 100 ml W,-Phase in einem 250 ml-Rundkolben mit
elipsenformigem Magnetriihrkern gegossen und flir mindestens vier Stunden bei RT geriihrt
(Losungsmittel-Evaporation).

Darauffolgend wurde die entstandene MP-Suspension in drei 50 ml-Zentrifugenrdhrchen
tiberfiihrt und die MP durch Zentrifugieren bei 1000 g (Heraeus Sepatech Minifuge Rf,
Heraeus Holding, Hanau, Deutschland) pelletiert. Die Uberstiinde wurden entfernt und die MP
jedes Zentrifugenrohrchens mit 2 ml MilliQ-Wasser resuspendiert (1. Waschen) und in ein
einziges Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die MP wurden im Anschluss zweimal mit 2 ml
MilliQ-Wasser gewaschen und dann in 2 ml davon resuspendiert.

Die so erhaltene MP-Suspension wurde durchmischt und in fliissigem Stickstoff (Linde,
Pullach, Deutschland) eingefroren. Die gefrorene Suspension wurde mit Hilfe der
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-4 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen, Osterode am
Harz, Deutschland) fiir 24 h lyophilisiert und danach bei 2-8 °C gelagert.

Die aseptische Herstellung von PLGA-MP erfolgte unter einer Laminar-Air-Flow Box
LB-48-C von Heraeus. Nicht sterile Herstellungs-Materialien, die Produktkontakt hatten,
sowie PVA-Losungen und MilliQ-Wasser wurden tiiber 15 min bei 2bar und 121 °C
autoklaviert (Autoklav Typ 26, Melag, Berlin, Deutschland). Alle nicht-autoklavierbaren
fliissigen Ausgangsstoffe (DCM, BSA-Losung) wurden sterilfiltriert.
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2.2 Modifizierung der Mikropartikel

2.2.1 Adsorptive und kovalente Oberflachenmodifizierung mit
TLR2-Agonisten

Die nach dem Standard-Verfahren hergestellten BSA-beladenen PLGA-MP wurden
sowohl adsorptiv als auch kovalent mit hochreinen, synthetischen LP oberflichenmodifiziert.
Die verwendeten LP waren ein Geschenk von Herrn Prof. Dr. Wiesmiiller (EMC
microcollections, Tiibingen, Deutschland).

Als TLR2/6-Agonist wurden die diacylierten Lipopetide FSL1 (Pam,Cys-GDPKHPKSF)
und FSL2 (Pam,Cys-GDPKHPKSR) verwendet. FSL1 ist ein synthetisches MALP2-
Analogon und entspricht dem N-Terminus des 44 kDa schweren Lipoproteins LP44 aus
Mycoplasma salivarium. Fiir die spétere Untersuchung mit CLSM (confocal laser scanning
microscopy) wurden auch Rhodamin-gekoppeltes (Pam,Cys-GDPKHPKSFK-Aca-Aca-
Rhodamin, FSL1-Rho) und mit Biotin gekoppeltes FSL1 (Pam,Cys-GDPKHPKSFK-Aca-
Aca-Biotin, FSL1-bio) verwendet. Ebenfalls eingesetzt wurde das triacylierte LP BAS
(Pam;Cys-AQEKEAKSELDYDKKK), welches ein Agonist an TLR2/1-Heterodimeren und
analog zum N-Terminus eines Lipoproteins aus Bacillus cereus ist.

Zur Modifizierung der lyophilisierten MP mit den verschiedenen LP wurden zunéchst
20 mg PLGA-MP in einem Milliliter MES-Puffer (100 mmol/l, pH 5,2) von Carl Roth
resuspendiert. Die MP-Suspension wurde im Anschluss sechs Minuten lang bei 4000 U/min
(Centrifuge 5415C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt und die MP in 600 ul MES-Pufter
resuspendiert.

Fiir die Herstellung von kovalent mit LP gekoppelten PLGA-MP (kLP-MP) wurden zu
dieser MP-Suspension tropfenweise 100 pl einer frisch hergestellten Losung von 200 mg/ml
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid (EDAC, Sigma Aldrich) in
MES-Puffer hinzugefiigt und vermischt. AnschlieBend erfolgte die tropfenweise Zugabe einer
frisch hergestellten Losung von N-Hydroxysulfosuccinimid (Sulfo-NHS, Sigma Aldrich) in
MES-Puffer (230 mg/ml). Bei der Herstellung von adsorptiv mit LP modifizierten PLGA-MP
wurden die Losungen mit den Kopplungsreagenzien EDAC und Sulfo-NHS durch MES-

Puffer ersetzt.
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Danach wurden die MP-Suspensionen fiir 15 min bei RT auf einer Rollwippe (Typ RMS,
Hecht, Sondheim, Deutschland) inkubiert, zweimal mit je 800 ul MES-Puffer gewaschen und
das MP-Pellet in 800 pl PBS (Biochrom) resuspendiert.

Nun wurden 800 ul der Suspension tropfenweise in eine Vorlage von 200 pl LP-Losung in
PBS (50 ng/ml) gegeben, die sich in 1,5 ml-Reaktionsgefdlen von Carl Roth befand. Nach
jeder Zugabe von 2-3 Tropfen Suspension wurde der Ansatz auf einem Wirbelschichter
vermischt. Zur Herstellung von Kontroll-MP wurden diese bis hierhin wie KLP-MP behandelt,
dann aber in eine LP-freie Vorlage von 200 ul PBS pipettiert. Zusitzlich diente eine MP-freie
Mischung aus 800 pl PBS und 200 pl LP-Losung, die im Weiteren wie die anderen Proben
behandelt wurde, als Kontrolle fiir die anschlieBende LP-Bestimmung mittels HPLC. Die
hergestellten Anséitze wurden fiir zwei bis vier Stunden bei RT auf der Rollwippe inkubiert
und danach 6 min lang bei 4000 U/min (Centrifuge 5415C, Eppendorf) zentrifugiert.

Es wurden 900 ul Uberstand (Ul) entfernt. Zu dem MP-Pellet und dem restlichen
Uberstand wurden 900 ul Hydroxylaminhydrochlorid-Lésung (10 mmol/l, analytisch rein) in
PBS hinzugefiigt, die MP resuspendiert und dann fiir 30 min auf der Rollwippe inkubiert.
Nach erneuter Zentrifugation wurden 900 pl Uberstand (U2) entfernt und die MP mit 900 ul
PBS gewaschen. Dies wurde zweimal wiederholt. Alle erhaltenen Uberstiinde (U1, U2, U3
und U4) wurden bei 2-8 °C bis zur zeitnahen Bestimmung des LP-Gehalts gelagert. Die
hergestellten LP-modifizierten PLGA-MP wurden unter gleichen Temperaturbedingungen in
PBS aufbewahrt.

Die MP-gebundene Menge an LP wurde aus den Uberstinden mittels HPLC ermittelt.
Dafiir wurde das Volumen der Uberstinde wie folgt bestimmt. Die 1,5 ml-Reaktionsgefil3e
mit 200 pl Vorlage wurden vor und nach der Zugabe von 800 ul MP-Suspension gewogen.
Die erhaltene Differenz stellt die Gesamtmasse an pipettierter MP-Suspension [m (Sus,;,)] dar.
Ebenfalls gewogen wurde die gesamte MP-Suspension vor Abnahme der 800 pl [m (Susge)].
Zudem wurden mindestens zweimal 800 ul PBS [V (PBS)] in 1,5 ml-Reaktionsgefia3e
pipettiert und gewogen [m (PBS)]. Zunichst wurde die Dichte des PBS [p (PBS)] errechnet:

m(PBS)

p(PBS) = V (PBS)

(1

Dann erfolgte die Berechnung der Masse an MP in der pipettierten Suspension

[m (MPs,)]. Sie ergab sich aus dem Verhdltnis der Einwaage der lyophilisierten MP
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[m (MPgy)] zur gesamten MP-Suspension [m (Suse,)] multipliziert mit der Masse an

pipettierter Suspension.

m(MP ) - m(Sus

m (Susges)

m(MPg,) = = 2

Im Folgenden wurde die Masse an PBS in der pipettierten MP-Suspension [m (PBS,;,)]

errechnet.
m(PBSpl.p) = m(SMSpip) - m(MPSm) (3)

Das zugehorige Volumen an PBS in der pipettierten MP-Suspension [V (PBS,;)]
errechnete sich iiber die zuvor bestimmte Dichte von PBS [p (PBS)].

m(PBS ) 4@

Das Volumen des Uberstands [V (Ub)] wurde durch Addition des pipettierten Volumens
PBS [V (PBS,;,)] und des Volumens der Vorlage [V (Vor)] erhalten.

V(Ub)=V(PBS )+ V(Vor) (5)

pip )

Dieses war fiir die Berechnung der Konzentration des LP aus dem Uberstand essentiell, da
davon ausgegangen wurde, dass sich die eingesetzte Masse an LP [m (LP.i)] nur in diesem
Volumen verteilte oder an die MP gebunden war. Die eingesetzte Masse an LP wurde
experimentell aus dem ersten Uberstand der MP-freien Kontrolle mittels HPLC bestimmt. Die
MP-gebundene Masse an LP [m (LP,.)] errechnete sich aus der Differenz zwischen
eingesetzter Masse an LP und dem Produkt der mittels HPLC bestimmten
Massenkonzentration des LP im ersten Uberstand [8 (Ulup.c)] und dem Volumen des

Uberstands [V (Ub)].
m(LP,,)=m(LP,,,) — B(Ul ) V(Ub) (6)

Bei den weiteren Inkubations- und Waschschritten blieb immer ein Restvolumen an
Uberstand [V (Rest)] zuriick, das sich aus der Differenz zwischen Gesamtvolumen des

Uberstands [V (Ub)] und dem abgenommenen Volumen [V(abg)] von 900 pl errechnete.

V(Rest)=V (Ub) — V(abg) (7)
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Die darin enthaltene Masse an LP [m(LPuires)] errechnete sich aus dem Produkt des
Restvolumens [V (Rest)] und der gemessenen Massenkonzentration des LP im vorherigen

Uberstands, nach Abnahme des ersten Uberstands also 8 (Ul up.c).
M(LPjpey) = V (Rest) - E(U]HPLC) (8)

Durch das anschlieBende Hinzufiigen von 900 ul Fliissigkeit (Waschen) bestand die
Moglichkeit des Ablosens von schon gebundenem LP. Deshalb wurde auch die Konzentration
des LP in den weiteren Uberstinden (U2 bis U4) mittels HPLC bestimmt. Die abgeldste
Masse an LP im zweiten Uberstand [# (LPyzasge)] errechnete sich aus dem Produkt aus der
Massenkonzentration des Uberstands und dem Volumen des Uberstands [V (Ub)] abziiglich
der Restmasse an LP [m(LPyires)]. Fiir den zweiten Uberstand galt also folgender Sachverhalt.

m<LPU2abgel> = B(UZHPLC)' V(Ub> - m(LPUIRest) 9)
Deshalb erweiterte sich die Formel zur Berechnung des MP-gebundenen LP (6) wie folgt.
m<LPgeb) = m<LPeing> - aUIHPLC) ' V( Ub) - m(LPUZabgel) (10)

Fiir die Uberstinde U3 und U4 galt dies analog, so dass Formel (10) erweitert wurde zu

(11).

m<LPgeb) = m<LPe1ng) - ‘aU]HPLC) ’ V(Ub) - m(LPUZabgel) (11)
- m(LPUj’abgel) (LPU4abgel)

Ersetzte man nun die abgelosten Massen an LP durch Gleichung (9), die darin enthaltenen
Restmassen an LP durch Gleichung (8) und das darin enthaltene Restvolumen durch

Gleichung (7), ergab sich der folgende Sachverhalt.

( gcb) m ( ezng) 11 Ul HPLC) V ( Ub)
— B( UZHPLC) ( ) m (LP UIRest)
- B( U3HPLC) ( ) m ( LPUZRevt) (12)
— B( U4HPLC> ( ) m (LP U3Rest)

m<LPgeb) (LPemg> - HUJHPLC) : V(Ub)
B(U2HPLC) V(Ub)"' m(LPUIRest)

- B(U3HPLC) (Ub) +m U2Rest)

(L (13)
- B(U4HPLC)' (Ub)+ m(LPUj‘Rest)
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m<LPgeb) (LPemg> - HU]HPLC) : V(Ub)
B(UZHPLC)' V(Ub)+ V(ReSt)' B(U]HPLC)
- B(U3HPLC)' (Ub)"' V(Rest) B(UzﬁPLC) (14)
- B(U4HPLC) ) V(Ub)"' V( ) KU:))HPLC)

m(LPgeb) = m(LPeing> KUIHPLC) V(Ub)
- B(U2HPLC) ( ) V(Ub> - V(abg)] : B(U]HPLC)
= BU3ypic) -V (UB)+ [V (UB) = ¥ (abg)] - AU2,,) 4>
- B(U4HPLC) ( ) V(Ub) - V(abg)]- B(U3HPLC)

m(LPgeb) = m(LPeing> — AU ) vV (Ub)
o B(UZHPLC)' V(Ub)+ V(Ub) B(U]HPLC> - V(abg)- B(UIHPLC)
o B(U‘;HPLC)' V(Ub) + V(Ub) B(U2HPLC> - V(abg)- B(UZHPLC) (16)
- B(U4HPLC) : V(Ub) + V(Ub) ﬂUj,HPLC) - V(abg)- B(U3HPLC)

m<LP8€”) B m<LP€ing> o V(abg) ’ ﬂU]HPLC) - V(abg)~ B(UZHPLC)
—V(abg)- BU3,p,c) = BU4pc) -V (UB) (17)

m<LPgeb) = m<LPeing> - V(abg) al B(U]HPLC) + B(UZHPLC) + B(U3HPLC)] 18
— B0 ypic) -V (0D) (19

Fiir den Fall, dass in Uberstand 4 kein LP mehr detektiert wurde, vereinfachte sich die

Gleichung (18) auf die folgende Gleichung (19).
m<LPgeb) = m<LPeing> - V(abg) | B(U]HPLC) + B(UZHPLC)] - B(Uj)HPLC) ) V(Ub)
19)

Der Gehalt an LP der hergestellten MP [w (LP)] berechnete sich dann aus dem Quotienten

der Masse des gebundenen LP [m (LP,.;)] und der Masse an MP in der pipettierten Suspension
[m (MPys.)].

m(LPgeb)

w(LP) = n(MP.,) (20)
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2.2.2 Elektrostatische Oberflachenmodifizierung mit synthetischem
Monophosphoryl-Lipid A

Fiir die elektrostatische Oberflichenmodifizierung von FITC-BSA-beladenen PLGA-MP
wurden 10 mg lyophilisierte MP mit einem Milliliter 0,25%iger (m/V) Protaminlésung
(Sigma Aldrich) resuspendiert und fiir eine Stunde bei 2-8 °C rotiert. Danach wurden die MP
6 min lang bei 1000 g pelletiert und 950 ul des Uberstands entfernt. Die Resuspendierung des
Pellets erfolgte nach Zugabe von 950 pl einer sMPLA-Losung (InvivoGen, Toulouse,
Frankreich) in sterilem pyrogenfreiem Wasser (5 pg/ml). Die Suspension wurde fiir eine
Stunde bei RT rotiert und 6 min bei 1000 g zentrifugiert. Es wurden 950 ul Uberstand
entnommen und die sMPLA-Konzentration mit Hilfe der kinetisch-chromogenen Methode
des LAL-Tests bestimmt. Aus dieser wurde der ungebundene Anteil an SMPLA errechnet,
folglich war der restliche Anteil an sMPLA MP-gebunden. Als Kontrollen dienten nicht mit
Protamin beschichtete MP mit und ohne sMPLA-Beschichtung sowie Protamin-beschichtete
MP ohne sMPLA-Beschichtung.

Die hergestellten MP wurden dreimal mit je 950 pl sterilem pyrogenfreiem Wasser
gewaschen und nach Resuspendierung in einem Milliliter sterilen pyrogenfreien Wasser bei
2 - 8 °C gelagert. Die Konzentration an sMPLA in den Waschiiberstinden wurde ebenfalls mit

der kinetisch-chromogenen Methode des LAL-Tests bestimmt.

2.3 Charakterisierung der Mikropartikel

2.3.1 PartikelgroBe — Laserdiffraktometrie

Mit Hilfe der Laserdiffraktometrie (LD) wurde die Grof8e der MP als volumengewichtete
Teilchengrofenverteilung ermittelt. Die Partikelgroenbestimmung mittels LD beruht auf der
Tatsache, dass Laserlicht in Abhédngigkeit von der PartikelgroBe unterschiedlich stark in
Vorwirtsrichtung gebeugt wird. Prinzipiell beugen groB3e Partikel das Laserlicht weniger stark
und weisen eine geringere Lichtstreuung sowie eine hohere Lichtintensitit des gebeugten
Lichts auf. Kleine Partikel beugen das Laserlicht stirker. Das gebeugte Licht ist in seiner
Intensitdt geringer. Zudem erhoht sich die Lichtstreuung mit der Verringerung der

Teilchengrofe. Anhand der fiir die Partikelgroe charakteristischen Beugungs- und
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Streuungsmuster ~ kann  mittels = mathematischer =~ Modelle der  volumetrische
Partikeldurchmesser berechnet werden. Die Messungen wurden an einem Laserdiffraktometer
LS230 von Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland) durchgefiihrt, wobei dieses Gerit fiir die
Optimierung der Prozessparameter des Herstellungsverfahrens eingesetzt wurde. Spéter
wurde das LS230 durch einen Mastersizer 2000 von Malvern Instruments (Herrenberg,
Deutschland) ersetzt.

Die Auswertung der Messungen am LS230 erfolgte mit der Software LS Version 3.19 von
Beckman Coulter. Das LS230 verfiigt iiber einen 750 nm-Laser und war mit dem Messmodul
»dmall Volume Modul* (125 ml) ausgertistet, das eine Riihrer-Einheit beinhaltet. Jede Probe
wurde dreimal fiir 60 Sekunden in Aqua demineralisata (Aqua dem.) gemessen. Die
Auswertung der Rohdaten erfolgte nach der Fraunhofer-Ndherung und der Mie-Theorie. Die
Fraunhofer-Nédherung gilt nicht fiir sehr kleine Teilchen. Zuverldssige Aussagen iiber die
Teilchengrofe erhdlt man bei einer Partikelgroe von iiber drei bis vier Mikrometern, was
dem Vier- bis Fiinffachen der Wellenldnge des Laserlichts (Araser 750 nm) entspricht (Keck
2006, S. 50). Fiir kleiner Partikel wurde die Mie-Theorie verwendet. Diese setzt die Kenntnis
des realen Brechungsindexes des Umgebungsmediums und der Partikel sowie den durch die
Partikel adsorbierten Anteil an Laserlicht (imagindrer Brechungsindex) voraus. Hier wurden
die von Schalper 2002 bestimmten Werte fiir PLGA-MP {ibernommen (Brechungsindex
Wasser 1,33; realer Brechungsindex der PLGA-Partikel 1,44; imagindrer Brechungsindex
0,01). Zum Vergleich wurde auch ein Modell fiir Polystyren-Latex-Partikel (Brechungsindex
Wasser 1,33; realer Brechungsindex der Polystyren-Latex-Partikel 1,6; imagindrer
Brechungsindex 0) genutzt. Um Partikel im Submikron-Bereich (< 0,1 um) zu erfassen,
wurde die PIDS-Technologie (Polarization Intensity Differential Scattering) eingesetzt.
Hierbei werden Abweichungen in den Streuungsmustern zwischen vertikal und horizontal
polarisiertem Licht verwendet. Daflir werden die Proben bei drei Wellenldngen (450 nm,
600 nm und 900 nm) einmal mit vertikal und einmal mit horizontal polarisiertem Licht
bestrahlt und die Unterschiede in den Intensititen der Streuungsmuster durch PIDS-
Detektoren bei verschiedenen Messwinkeln (60°, 75°, 90°, 105°, 120° und 146°) registriert.
Durch Einsatz der PIDS-Technologie kann der Messbereich der Laserdiffraktometrie auf
0,04-2000 pm erweitert werden.

Der Mastersizer 2000 wurde mit der Dispergiereinheit Hydro 2000S betrieben. Die fiir die

Nassdispergierung verwendete Einheit beinhaltet eine stufenlos regelbare Pumpen-Riihrer-
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Einheit und eine Ultraschallsonde. Der Mastersizer 2000 besitzt einen roten Helium-Neon-
Laser (632,8 nm) und eine blaue Festkorperlichtquelle (LED, 470 nm) und ermdglicht die
Detektion der Streuungs- und Beugungsmuster bei verschiedenen Winkeln (rotes Licht:
Vorwiérts-,  Seitwirts- und  Riickwértsstreuung;  blaues Licht:  Vorwirts- und
Riickwiértsstreuung). Dadurch konnen Partikel zwischen 0,02-2000 um erfasst werden. Die
Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der Software Mastersizer 2000 Version 5.54 und nach
der Fraunhofer-Ndherung sowie der Mie-Theorie [Modell fiir Polystyren-Latex-Partikel
(Brechungsindex Wasser 1,33; realer Brechungsindex der Polystyren-Latex-Partikel 1,59;

imaginidrer Brechungsindex 0)].

2.3.2 PartikelgroBe — Impedanz-Messverfahren

Zur Uberpriifung der PartikelgroBenmessung mittels LD wurde die volumengewichtete
TeilchengroBenverteilung iiber ein Impedanz-Messverfahren mit Hilfe des Multisizer™ 4
Coulter Counter” (Beckman Coulter) ermittelt. Hierbei wird eine elektrolythaltige verdiinnte
Partikelsuspension in einem Probenbecher durchmischt und durch eine Offnung in eine
Kapillare gesaugt. Innerhalb und auflerhalb der Kapillare befinden sich Elektroden zwischen
denen ein konstanter Strom flieft. Tritt ein Partikel durch die Kapillar6ffnung so verringert
sich der Offnungsdurchmesser, was zu einer kurzzeitigen Erhohung des elektrischen
Widerstands (Impedanz) und einer Fluktuation des Stromflusses fiihrt. Die Fluktuationen
werden verstarkt und in Spannungspulse umgewandelt, deren Amplituden direkt proportional
zum Volumen der Partikel sind. Verwendet wurde eine Kapillare mit einer 30 um grofen
Offnung, die standardmiBig Partikel von 0,611-18 um erfasst. Fiir die Messung wurden
100 pl Probe mit einer PLGA-MP-Konzentration von 1 mg/ml in 100 ml Elektrolyt-Losung
Isoton® II (Beckman Coulter) suspendiert. Es wurden mindestens 50000 Ereignisse gezdhlt
und die Koinzidenz-korrigierten Rohdaten mit Hilfe der Multisizer™-4-Software Version 4.01
(Beckman Coulter) ausgewertet. Jede Probe wurde mindestens dreimal vermessen. Die
PartikelgroBen-Bestimmungen nach dem Impedanz-Messverfahren erfolgten in Kooperation

mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk Lorenzen (Institut fiir Tumortherapie, Duderstadt).
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2.3.3 Zetapotenzial

Das Zetapotenzial wurde durch Laser-Doppler-Anemometrie mittels des Zetasizer
Nano ZS von Malvern Instruments bestimmt. Die Daten wurden mit der Zetasizer-Software
DTS Version 5.00 ausgewertet. Das Gerit verfiigt {iber einen Helium-Neon-Laser (633 nm).
Fir die Messungen wurden die PLGA-MP mit MilliQ-Wasser stark verdiinnt
(Endkonzentration ca. 10-40 ng/ml). Der pH-Wert wurde, falls erforderlich, mit Salzsdure
(0,01 mol/l, analytisch rein) oder Natriumhydroxid-Lésung (0,01 mol/l, analytisch rein) auf
Werte zwischen 6,5 und 8 eingestellt. Die elektrische Leitfdhigkeit wurde mit 0,9%iger
Natriumchlorid-Losung (B. Braun Melsungen) auf 50 pS/cm eingestellt. Es wurden
Einwegzellen (,,gefaltete Kapillarzellen*) von Malvern Instruments fiir die Zetapotenzial-
Messungen verwendet, die zuvor mit ca. 2 ml Probe gespiilt und dann blasenfrei mit einer
10 ml-Spritze Injekt® Solo von B. Braun Melsungen befiillt wurden. Die dreimalige Messung
der Proben erfolgte bei 25 °C. Die Abschwichung des Laserlichts entsprechend der Triibung

der Probe sowie die Anzahl der Einzelmessungen (runs) wurde durch die Software gesteuert.
2.3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Die Oberflachenstruktur der MP wurde mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie
untersucht. Das verwendete Feldemissions-Elektronenmikroskop war ein
Gemini Supra™ 40 VP SEM (Carl Zeiss NTS, Oberkochen, Deutschland). Die lyophilisierten
MP wurden auf Aluminium-Probenteller, welche mit einem leitfihigen Kleber beschichtet
waren, aufgepinselt. Die weitere Analyse erfolgte ohne Beschichtung der MP mit leitfahigen
Materialien (,,Sputtern®), um die Bildung von Artefakten zu vermeiden. Die Detektion der MP
erfolgte bei einer Beschleunigungsspannung von 1 kV mit einem Everhart-Thornley-Detektor.

Ausgewertet wurden die Bilder mit Hilfe der Software SmartSEM®.

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Grofle der FITC-BSA-beladenen PLGA-MP, die Proteinverteilung in den PLGA-MP
und die Aufnahme dieser in phagozytierende Zellen wurde mit Hilfe des Inversions-
Fluoreszenz-Mikroskops Olympus CKX41 (Olympus, Hamburg, Deutschland) beurteilt.

Dabei wurden als Anregungswellenldnge 450 nm und als Emissionswellenldnge 530 nm fiir
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den Fluoreszenzmarker FITC ausgewihlt. Das Mikroskop war mit dem Adapter Olympus U-
CMAD3 (Olympus) an ein Kamerasystem fiir die Bildaufnahme angeschlossen. Die
Aufnahme und Auswertung der Bilder erfolgte mittels der Software qualySIS docu 5.0 (Build
1233).

2.3.6 Durchflusszytometrie

Zur qualitativen Bestimmung der kovalenten Oberflichenmodifizierung von PLGA-MP
mit FSL1-Rho wurden 10 mg der lyophilisierten, kovalent mit FSL1-Rho modifizierten
PLGA-MP (kFSL1-Rho-MP) in einem Milliliter PBS resuspendiert und mit IsoFlow®
(Beckman Coulter) 1:10 verdiinnt. Die MP-Suspension wurde mit Hilfe des
Durchflusszytometers (fluorescence-activated cell sorter, FACS) Navios™ 10/3 (Beckman
Coulter) unter Verwendung der Kaluza Analysis Software analysiert. Die MP wurden im
Vergleich zu reinem IsoFlow® anhand ihrer Vorwirts- und Seitwiértsstreuungsintensitéten
ausgewdhlt (,,gegated). Innerhalb der Auswahl (Gate) wurde die Héufigkeitsverteilung der
Rhodamin-positiven PLGA-MP bestimmt, was den Anteil der mit FSL1-Rho modifizierten
MP darstellte.

2.3.7 Hochleistungsflussigkeitschromatografie (HPLC)

Zur Bestimmung des LP-Gehalts von TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP wurde die
Konzentration der LP aus den Uberstinden bei Beschichten und Waschen der MP mit Hilfe
der Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (high performance liquid chromatography,
HPLC) ermittelt. Dafiir wurden die Uberstinde bei 14000 U/min 20 min lang zentrifugiert
(Centrifuge 5415C, Eppendorf) und falls notwendig mit Aqua dem. verdiinnt. Die letzte
Verdiinnung erfolgte im Verhiltnis 1:1 mit Acetonitril (HPLC-Reinheit). Die verdiinnten
Uberstinde wurden in 1,1 ml-Autosamplervials mit konischem Boden abgefiillt. Die
Standards der Kalibrierfunktion wurden mit 25, 50, 100, 200 und 400 ng/ml LP in Aqua dem.
hergestellt und ebenfalls vor der Vermessung im Verhiltnis 1:1 mit Acetonitril verdiinnt.

Die Analyse der Proben erfolgte an einer HPLC-Anlage von Merck-Hitachi (Darmstadt,
Deutschland) mit einem Autosampler AS-2000, einem Interface D-6000, einer L-6200A-
Intelligent-Pump und einem Diodenarray-Detektor L-4500. Als FlieBmittel wurde ein

Gemisch aus 950 Teilen Acetonitril, 50 Teilen Aqua dem. und einem Teil Trifluoressigsdure
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(analytisch rein) verwendet. Es wurde eine isokratische Methode mit einer Flussrate von
1 ml/min und einer Laufzeit von 5 min eingesetzt. Das Probenvolumen betrug 20 pl und jede
Probe wurde zweimal eingespritzt. Zur Trennung wurde eine HPLC-Saule
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) von Merck (Darmstadt, Deutschland) genutzt. Detektiert
wurde das LP bei 210 nm. Die Konzentration der LP wurde anhand der Peakflachen mit Hilfe

der Kalibrierfunktion errechnet.

2.3.8 Restlosungsmittel-Gehalt (GC/MS)

Die Bestimmung des Restlosungsmittel-Gehalts von lyophilisierten BSA-beladenen
PLGA-MP, welche nach dem Standard-Verfahren hergestellt wurden, erfolgte mittels
Gaschromatografie (GC) an einer Anlage von Agilent (Typ HP 6890, Waldbronn,
Deutschland). Die Extraktion des Losungsmittels DCM aus den MP erfolgte dabei durch eine
Dampfraum-Festphasenmikroextraktion (headspace solid phase microextraction, Headspace-
SPME) an einem MPS2-Autosampler der Firma Gerstel (Miihlheim an der Ruhr,
Deutschland). Detektiert wurde das Losungsmittel mit einem GC-gekoppelten Quadrupol-
Massenspektrometer HP 5973 von Agilent.

Zur Bestimmung des Gehalts wurden 10 bis 40 mg lyophilisierte MP in 10 ml-Headspace-
ProbengefiBle eingewogen wund verschlossen. Nach fiinfminiitigem Vorheizen der
Probengefile im Autosampler erfolgte die Extraktion des DCM fiir 30 min bei 250 U/min
und 40 °C. Dabei wurde das in den Gasraum {iibergehende DCM an eine Schicht aus
Polydimethylsiloxan/Divinylbenzen (PDMS/DVB) (65 um Schichtdicke) adsorbiert, welche
auf eine Quarzglasfaser aufgebracht war (Supelco®, Vertrieb iiber Sigma Aldrich). Die
Desorption des DCM im GC-Probeninjektor erfolgte bei 270 °C. Nach der Probenaufgabe
erfolgte die Trennung auf einer GC-Sdule von Agilent vom Typ HP-5MSi
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Als Trdgergas wurde Helium mit einer Anfangsflussrate von
0,9 ml/min und einem Vordruck von 33,2 kPa eingesetzt. Die durchschnittliche lineare
Tragergasgeschwindigkeit betrug 36 cm/s. Bei dem verwendeten Temperaturprogramm wurde
die Kapillartrennsdule zunichst fiir 2 min bei 40 °C belassen, dann mit 40 °C pro Minute auf
150 °C erhitzt, diese Temperatur fiir 2 min beibehalten und danach wieder abgekiihlt. Die
Laufzeit wurde auf 9,50 min eingestellt.

Die Detektion des DCM erfolgte im gekoppelten Massenspektrometer im Modus

»selected ion monitoring” (SIM). Dieser wurde aufgrund der erhohten Empfindlichkeit
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gegeniiber einer Erfassung aller Ionen (,,full scan*) herangezogen. Im SIM-Modus wurden die
Chromatogramme fiir ein Masse-Ladungs-Verhédltnis (m/z) von 84, welches dem
Molekulargewicht von einfach positiv geladenem DCM entspricht, und von 49, welches ein
ionisiertes Fragment von DCM nach Verlust eines Chloratoms (M, =35) darstellt,
aufgenommen. Zur Berechnung der Flichen unter den Kurven (AUC) wurden die
Chromatogramme mit dem m/z 84 verwendet. Die Auswertung erfolgte auf einem PC mit der
Software ChemStation von Agilent. Zur Errechnung des DCM-Gehalts wurden als Standards
10, 50 und 100 ng DCM in wissriger Losung eingesetzt und die aus den Chromatogrammen
erhaltenen Werte fiir die AUC nach Abzug des Leerwerts (Wasser) zur Erstellung einer
Kalibrierfunktion genutzt. Der Gehalt an DCM in den MP errechnete sich aus der mit Hilfe
der Kalibrierfunktion bestimmten Masse an DCM geteilt durch die Einwaage der MP. Reines
Polymer Resomer” RG 502 H von Boehringer Ingelheim diente als Kontrolle. Die
Bestimmung des DCM-Gehalts erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Apotheker Martin

Hastedt (Forensische Toxikologie, Institut fiir Rechtsmedizin der Charité Berlin).

2.3.9 Verkapselungseffizienz

Die Bestimmung der Verkapselungseffizienz erfolgte nach einer Methode von Jiang und
Schwendemann (2001), die wie folgt modifiziert wurde. Es wurden 10 mg lyophilisierte
BSA-beladene PLGA-MP und 10 pl Aqua dem. in 1,5 ml-Reaktionsgefdfle eingewogen. Fiir
die Erstellung einer Kalibrierfunktion erfolgte die Einwaage von je 10 mg Resomer®
RG 502 H (Boehringer Ingelheim) unter Zusatz von je 10 ul einer Standard-BSA-Losung
(Sigma Aldrich). Die Proben fiir die Wiederfindung wurden durch Einwaage von 10 mg MP,
welche ohne Protein in der W,-Phase produziert wurden, und Zusatz von 10 pL einer Protein-
Losung, deren Konzentration einer 100%igen Verkapselungseftizienz bei den zu priifenden
MP entsprach, hergestellt.

Alle Proben wurden mit 400 pl Aceton vermischt und das Polymer unter Vortexen geldst.
Dabei ausgefallenes Protein wurde durch Zentrifugieren bei 14000 U/min (Centrifuge 5415C,
Eppendorf) fiir 15 min pelletiert. Im Anschluss wurde der Uberstand vorsichtig dekantiert und
die Reaktionsgefdfle fiir 5 min kopfiiber auf Papier gelagert. Nach zweimaligem Wiederholen
dieses Vorgangs wurden die offenen Reaktionsgefdafle unter 0,3 bar in einem Vakuumschrank

von Heraeus (Hanau, Deutschland) gelagert, um restliches Aceton zu entfernen.
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Das zuriickbleibende Proteinpellet wurde in 40 pl 5%iger SDS-Losung (Ultrapure, Carl
Roth) in NaOH (0,1 mol/l, analytisch rein) unter Vortexen geldst und danach mit 60 pl Aqua
dem. gemischt. Die weitere Analyse der Proben auf den Proteingehalt erfolgte mittels
Bicinchoninsdure-Kit (BCA-Kit) von Sigma Aldrich. Hierfiir wurden je 25 pl Probe mit
200 pl frisch hergestelltem Arbeitsreagenz, bestehend aus 50 Teilen alkalischer BCA-Losung
und einem Teil Kupfer(Il)sulfat-Losung, in einer 96 well-Mikrotiterplatte (MTP) mit flachem
Boden (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) gemischt und fiir ca. 15 min bei 60 °C
in einem Trockenschrank (Memmert, Schwabach, Deutschland) inkubiert. Nach Abkiihlen der
Platte auf RT wurde die Absorption der Proben bei 562 nm in einem Plattenfotometer
BioTek®™ Synergy Mx (Bad Friedrichshall, Deutschland) bestimmt.

Die Protein-Konzentration der Proben wurde anhand der Korrelationsfunktion der
Standardreihe bestimmt. Der Proteingehalt der MP ergab sich aus der daraus errechneten
Proteinmasse bezogen auf die MP-Einwaage. Die Wiederfindung resultierte aus dem
Quotienten von gefundener und eingesetzter Protein-Konzentration. Fiir die Verkapselungs-
effizienz wurde der Quotient aus Ist- und Sollproteingehalt der MP gebildet und mit 100 %
multipliziert. Zur Korrektur der Verkapselungseftfizienz wurde diese durch die Wiederfindung

geteilt.

2.3.10 Freisetzungstest

Fiir die Bestimmung des Freisetzungsprofils der BSA-beladenen PLGA-MP wurden
100 mg dieser in 4 ml-Rotilabo®™-Probenflischen mit PTFE-Septum und geschlossener
Schraubkappe (Carl Roth) eingewogen. Hiernach wurden 2 ml PBS (Biochrom) mit 0,02 %
(m/V) Natriumazid (Sigma Aldrich) hinzu pipettiert und die verschlossenen Probenfldschchen
in einem Umluft-Inkubator (Typ GFL 3032, Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel,
Deutschland) bei 37 °C auf einer Rollwippe (Typ RMS, Hecht) stindig bewegt. Nach 2, 6, 24,
48, 336 und 672 h wurden Proben genommen. Dazu wurden die Probengefdfle bei 1000 g
(Heraeus Sepatech Minifuge Rf, Heraeus Holding) zentrifugiert, 1000 pl vom Uberstand in
1,5 ml-Reaktionsgefdfle iiberfithrt und diese Proben bei -80 °C gelagert. Der entnommene
Uberstand wurde durch frischen Puffer ersetzt, die MP durch Vortexen resuspendiert und
wieder bei 37 °C unter staindiger Bewegung gelagert.

Nach der letzten Probennahme wurde das in den Proben enthaltene BSA mit Hilfe eines

BCA-Kits von Sigma Aldrich analysiert. Dazu wurden die Proben zundchst der in dem Kit
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beschriebenen Trichloressigsdure-Féllung (TCA-Fillung) unterzogen. Die Proben wurden mit
100 pul 0,15%iger (m/V) Natriumdeoxycholat-Losung (Sigma Aldrich) gemischt und fiir
10 min bei RT stehen gelassen. Im Anschluss wurden 100 pul Trichloressigsdure-Losung
(1 g/ml, analytisch rein) hinzugefiigt, die Losungen vermischt und fiir 5 min bei RT gelagert
(Proteinféllung). Die Proben wurden dann bei 14000 U/min (Centrifuge 5415C, Eppendorf)
fiir 15 min zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die ReaktionsgefiBe fiir 5 min kopfiiber
auf Papier gestellt. Das Proteinpellet wurde wie unter 2.3.9 (Verkapselungseffizienz)

beschrieben resuspendiert und der Bestimmung des Proteingehalts unterzogen.

2.3.11 Dynamische Differenzkalorimetrie

Die Dynamische Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry, DSC) wurde
zur Bestimmung der T, verwendet. Dazu wurden ca. 2 mg Probe in einen 40 pul Standard-
Aluminiumtiegel eingewogen und hermetisch versiegelt. Dann erfolgte die Messung gegen
einen unbefiillten versiegelten Referenztiegel in einem Kalorimeter DSC 821° von Mettler
Toledo (Giessen, Deutschland) unter Stickstoff-Atmosphédre mit folgendem Temperatur-
programm: Abkiihlen auf 15 °C mit 10 K/min, Erhitzen auf 90 °C mit 5 K/min, Abkiihlen auf
15 °C mit 10 K/min, Erhitzen auf 90 °C mit 5 K/min, Abkiihlen auf 15 °C mit 10 K/min. Die
Kiihlung erfolgte mit fliissigem Stickstoff und der differenzielle Warmestrom wurde mit Hilfe
der STAR®-Software aufgezeichnet. Die Probe wurde zweimal erhitzt, da der Warmestrom-
Temperaturverlauf des ersten Erhitzens durch die vorangegangenen Lagerungsbedingungen
der Probe beeinflusst wird und einen endothermen Relaxationspeak (kinetischer Uberschuss)
zeigen kann, der nicht zuverldssig die tatsdchlichen Polymereigenschaften widerspiegelt
(Hausberger und DeLuca 1995). Deshalb wurde nach dem ersten Erhitzen die Probe mit einer
hoheren Rate abgekiihlt, was die ,,thermale Vorgeschichte® des Polymers I6scht, und zur
Auswertung der Wairmestrom-Temperaturverlauf des zweiten Erhitzens verwendet. Der
Ubergang vom sprdden glasartigen zum gummielastischen Zustand des Polymers bei Erhitzen
ist eine endotherme Reaktion, die sich als sigmoidale Kurve im Wairmestrom-
Temperaturverlauf darstellt. Die T, kann aus dem Wendepunkt ermittelt werden und
charakterisiert den Umwandlungsprozess. Da die genaue Bestimmung des Wendepunkts mit
Hilfe der STAR®-Software nicht moglich war, wurden die Daten exportiert und mit Hilfe der

Software Origin® durch Kurvenanpassung nach Boltzmann ausgewertet.
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2.3.12 Limulus-Amobozyten-Lysat-Tests

Festgel-Methode

Die Bestimmung von Endotoxinen gramnegativer Bakterien in den aseptisch hergestellten
mikropartikuliren Zubereitungen erfolgte mit Hilfe eines Pyrotell®-Kits (Pyroquant
Diagnostik, Morfelden-Walldorf, Deutschland). Hierbei wird der Endotoxin-Gehalt iiber die
Gelbildung eines Amobozyten-Lysats von Pfeilschwanzkrebsen (Limulus polyphemus)
festgestellt. Die Priifung entsprach der Gelbildungsmethode A (Grenzwertpriifung) der
Priifung auf Bakterien-Endotoxine des Ph. Eur. 7.0.

Glasrohrchen zur Herstellung der Verdiinnungen und Spatel wurden fiir 30 min bei 250 °C
heiBluftsterilisiert. Alle weiteren Materialien und Reagenzien mit Probenkontakt, darunter
Pipettenspitzen, Reaktionsrohrchen und LAL-Reagenzwasser (LRW), wurden pyrogen- bzw.
endotoxinfrei von Pyroquant Diagnostik bezogen.

Das nach der Hersteller-Anweisung mit LRW rekonstituierte Limulus-Amobozyten-Lysat
wies eine Empfindlichkeit A von 0,06 Endotoxin-Einheiten (endotoxin units, EU) auf. Die
Empfindlichkeit wurde durch vier Endotoxin-Arbeitslosung mit Konzentrationen, die 2 A, 1 A,
A und YA entsprachen, bestdtigt. Als Endotoxinstandard wurde Kontroll-Standard-
Endotoxin (control standard endotoxin, CSE) aus E. coli 0113:H10 von Associates of Cape
Cod (East Falmouth, MA, USA) verwendet. Ein Nanogramm CSE entsprach zehn Endotoxin-
Einheiten. Positivkontrollen wurden durch Mischen der Probeldsungen mit Endotoxin-
Standard-Losung hergestellt (Inhibitions-Kontrolle). Die Endkonzentration an Endotoxin
entsprach dabei 2 A. Als Negativkontrolle wurden LRW eingesetzt.

Fir die Bestimmung des Endotoxingehalts wurden 100 ul der Probeldsung mit 100 pl
LAL im Reaktionsrohrchen gemischt und fiir 60 min bei 37 °C erschiitterungsfrei in einem
Heizblock  Thermomixer 5436 von  Eppendorf inkubiert. Danach wurde das
Reaktionsrohrchen vorsichtig aus dem Heizblock genommen und langsam und gleichmafBig
um 180 ° gedreht. Der Test war positiv, wenn sich ein festes Gel gebildet hatte, negativ, wenn

dies nicht der Fall ist.
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Kinetisch-chromogene Methode

Zur Bestimmung der SsMPLA-Konzentration aus den Beschichtungsiiberstinden und den
Waschfliissigkeiten bei der Herstellung von sSMPLA-MP wurde ein chromogener LAL-Test
von Pyroquant Diagnostik verwendet.

Dafiir wurden die Proben mit LRW verdiinnt und je 50 ul in eine 96 well-MTP Pyroplate®
pipettiert. AnschlieBend wurden 50 pl des rekonstituierten LAL Pyrochrome® hinzugegeben
und in einem auf 37 °C temperierten Plattenfotometer Multiskan EX von Thermo Fisher
Scientific (Dreieich, Deutschland) 10 s durchmischt. Danach wurde alle 10 s die Absorption
bei 405 nm gemessen. Die Zeit bis zur Anderung der Ausgangsabsorption um einen Wert von
0,03 wurde als onset time verwendet. Die Bestimmung der sMPLA-Konzentration erfolgte
anhand einer Kalibrierung bei der die logarithmischen onset times gegen die logarithmischen
Standardkonzentrationen aufgetragen wurden (Abb. 2-1).

3,4+

log t=-0,2613 log ¢ (SMPLA) + 2,70929
32 R*=0,99801

3,04

log t

2,8+

2,6

Abb. 2-1. Kalibriergerade und

24 — 17— 71— — 71— -funktion zur Bestimmung der sMPLA-

25 20 -5 -0 05 0,0 0,5 1.0 Konzentration ~mit  Hilfe  eines
log ¢ (sSMPLA) kinetischen chromogen LAL-Tests.

2.4 THP-1-Zellen

2.4.1 THP-1-Kultivierung fur TNFa-Bestimmung (ELISA)
Monozytoide THP-1-Zellen (DSMZ-Nr. ACC 16) wurden nach viertdgiger Kultivierung

bei 37 °C und 5 % CO, in 75 cm? Zellkulturflaschen (Biochrom) in 20 ml Standard-Medium
(SM), bestehend aus RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCOs, 10 % (V/V) hitzeinaktiviertem fotalem
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Kilberserum (FCS, Charge 0025), 100 U/ml Penicillin sowie 100 png/ml Streptomycin (alles
von Biochrom), in 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Greiner Bio-One) iiberfiihrt. Nach
Zentrifugieren bei 600 U/min (Megafuge 1.0, Heraeus Holding) iiber 5 min wurde der
Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml Differenzierungs-Medium (DZM) bestehend
aus SM und 6 ng/ml Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA, Sigma Aldrich) resuspendiert. Die
Zellzahl und -vitalitit wurde nach Fiarbung von 20 pl Zellsuspension mit 80 pl Trypanblau-
Losung (0,5 % (m/V), Merck) mit Hilfe eines Hdmozytometers (Neubauer Zdhlkammer,
Brand, Wertheim, Deutschland) mikroskopisch bestimmt. Die Zellen wurden nur bei einer
Vitalitdt von {liber 80 % weiter verwendet und die Zellzahl der restlichen Suspension mit DZM
auf 250000 Zellen/ml eingestellt. In eine 48 well-Platte (Greiner Bio-One) wurden je 400 pl
der eingestellten Zellsuspension pro Kavitidt (well) pipettiert und die Platte fiir 48 h bei 37 °C
und 5 % CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen dreimal mit RPMI 1640 gewaschen (400,
200, 200 pl/well) und fiir eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Die zu prifenden Stimuli [MP, LP, LPS 0111:B4 (Sigma Aldrich)] wurden in
autoklavierten 1,5 ml-Reaktionsgefdflen (Carl Roth) mit SM unter Zusatz von 5 ng/ml PMA
verdiinnt und nach Absaugen des RPMI 1640 zu 200 pl/well auf die THP-1-Zellen gegeben.
Im Anschluss wurden diese fiir zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert, dann die
Stimuli entfernt und 200 pl/well RPMI 1640 unter Zusatz von 3,5 mg/ml D-Glucose (Carl
Roth) und 5 ng/ml PMA hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 14-16 h bei 37 °C und
5% CO, wurden die Uberstinde in 1,5 ml-ReaktionsgefdBe iiberfiihrt, bei 1300 U/min
(Centrifuge 5415C, Eppendorf) zentrifugiert und danach in neue 1,5 ml-Reaktionsgefif3e
pipettiert. In Versuchen zur Hemmung der TLR2-Rezeptorbindung wurden die THP-1-Zellen
10 min vor der Zugabe der Stimuli mit 5 pg/ml TLR2-Antikdrper (Pab hTLR2, InvivoGen)
bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und der TLR2-Antikorper auch bei den beiden folgenden
Inkubationsschritten in dieser Konzentration dem Medium zugesetzt. Die erhaltenen
Uberstinde wurden bei -80 °C gelagert und nach Auftauen mit Hilfe eines Sandwich-ELISA
auf TNFa untersucht.

Verwendet wurde dazu ein Antikdrper-Paar gegen den humanen TNFa (huTNFa) von
Invitrogen (CHC1753, Darmstadt, Deutschland), welches auch einen TNFa-Standard und
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (Strep-HRP) fiir die Entwicklung beinhaltete. Nach
Verdiinnen des Fanger-Antikorpers gegen huTNFo mit PBS (Biochrom) auf 2 pg/ml erfolgte
das Beschichten (Coating) der 96 well-MTP Nunc MaxiSorp® F96 (MTP, Thermo Fisher
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Scientific NUNC A/S, Roskilde, Ddnemark) mit 100 pl der Antikérperlosung pro well iiber
Nacht bei 2-8 °C. Die Antikorperlosung wurde durch Ausschlagen entfernt und die Platte
einmal mit 200 pl/well Wasch-Puffer pH 7,4 (WP), bestehend aus 0,2 g KH,POs; 19 ¢
K,HPO, * 3 H,0; 0,4 g Na,-EDTA « 2 H,O und 0,5 mL Tween® 20 in 1,01 Aqua dem. (alle
analytisch rein), gewaschen. Das Blockieren der freien Proteinbindungsstellen erfolgte
anschlieBend mit 200 pl/well Assay-Puffer pH 7,4 (AP), welcher aus 0,5 % (m/V) BSA
(Sigma Aldrich) und 0,1 % (V/V) Tween® 20 in PBS bestand, bei RT unter Riitteln der Platte
fiir eine Stunde. Nach Ausschlagen des AP wurden in die MTP 100 ul/well TNFa-Standard-
Verdiinnungen und die zu untersuchenden Uberstéinde gegeben. Verdiinnungen des TNFa-
Standards und der Proben erfolgte mit AP. Direkt danach wurden 50 pl/well des biotinylierten
Detektions-Antikorpers gegen huTNFa hinzugefiigt (0,32 pg/ml in AP) und die Platte fiir
zwei Stunden bei RT gertittelt. Im Anschluss wurde die Platte ausgeschlagen und fiinfmal mit
200 pl/well WP gewaschen. Es erfolgte dann die Zugabe von 100 pl/well Strep-HRP in AP
und eine Inkubation der Platte bei RT fiir 30 min. Wiederum wurde die MTP nach dem
Ausschlagen fiinfmal mit 200 pl/well WP gewaschen und hiernach mit 100 pl/well Substrat-
Losung versetzt. Diese bestand zu einem Teil aus Losung A, bestehend aus 120 mg 3,3",5,5'-
Tetramethylbenzidin und 100 pl Wasserstoffperoxid [30 % (V/V), beides von Carl Roth] in
einer Mischung aus 5 ml Aceton und 45 ml Ethanol [96 % (V/V), beides analytisch rein],
sowie zehn Teilen Losung B, Kaliumcitrat-Puffer (30 mmol/l, pH 4,1) (Luttmann et al. 2006).
Nach ca. 30 min Inkubation bei RT erfolgte das Stoppen der Farbentwicklung mit 100 pl/well
Schwefelsdure (2 mol/l) und die Messung der Absorption bei einer Wellenldnge von 450 nm

gegen eine Referenzwellenlidnge von 620 nm an dem Plattenfotometer BioTek® Synergy Mx.

2.4.2 MTT-Test

Der MTT-Test bestimmt die Zellviabilitdt anhand der Bildung eines violetten Formazans
aus dem gelben 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid (MTT)
durch mitochondriale Dehydrogenasen. Eine Schidigung der Mitochondrien der Zellen fiihrt
zu einer geringeren Bildung des violetten Formazans (Mosmann 1983). Storend konnen
mikrobielle Verunreinigen sein, da Mikroorganismen ebenfalls {iber Dehydrogenasen
verfiigen, die eine Umsetzung des MTT katalysieren (Abate et al. 1998). Die Bestimmung der
Zellviabilitdt von THP-1-Zellen wurde nach der Inkubation der Zellen mit verschiedenen

Stimuli (MP-Formulierungen, LP, LPS) durchgefiihrt. Dafiir wurden nach der Abnahme der
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Uberstiinde fiir die Bestimmung des Zytokins TNFa mittels ELISA die THP-1-Zellen in einer
48 well-Platte mit 200 pl einer Losung, bestehend aus 0,5 mg/ml MTT (Sigma Aldrich) in
RPMI-1640 (Biochrom), versetzt und zwei Stunden lang bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Nach der Inkubation wurden die Uberstinde entfernt und auf die Zellen 200 pl sterilfiltrierter
Isopropanol (analytisch rein) pipettiert. Die in den vitalen Zellen gebildeten Formazankristalle
wurden durch Riitteln fiir 10 min auf einem Plattenriittler gelost. Es wurden je 100 pl dieser
Losungen in eine 96 well-MTP iiberfiihrt und die Absorption der Losungen mit Hilfe des
Plattenfotometers BioTek® Synergy Mx bei einer Wellenlinge von 550 nm gegen eine
Referenzwellenlinge von 690 nm bestimmt. Die Viabilitit ergab sich aus dem prozentualen
Verhiltnis der Absorptionen von den zu testenden Zellen gegeniiber einer Kontrolle von
unstimulierten lebenden Zellen (Positiv-Kontrolle). Um eine stdrende mikrobielle
Kontamination auszuschlieBen, wurden die zu testenden Stimuli ohne Zellen dem MTT-Test
unterzogen. Fiir den Ausschluss einer Kontamination sollte die gemessene Absorption kleiner

oder gleich der Absorption einer Kontrolle ohne Zellen und Stimuli (Negativ-Kontrolle) sein.
2.4.3 THP-1-Kultivierung fur ELISPOT-Versuche

Monozytoide THP-1-Zellen wurden geerntet, die Zellzahl und -vitalitdit mit Hilfe eines
CASY®™ Cell Counters Modell TT (Roche Innovatis, Reutlingen, Deutschland) bestimmt und
die Zellsuspension auf 1 x 10° Zellen/ml mit Medium, bestehend aus RPMI 1640 (Lonza,
KélIn, Deutschland), 10 % (V/V) FCS (Biochrom), Gentamicin (100 pg/ml, CT Arzneimittel,
Berlin, Deutschland) und PMA (6 ng/ml, Sigma Aldrich), eingestellt. Die Zellen wurden nur
bei einer Vitalitit von iiber 80 % weiterverwendet.

Jeweils 3 ml Zellsuspension pro Kavitit wurde in 6 well-Platten (Greiner Bio-One)
ausgesit. Die Zellen wurden fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert und dreimal mit je
1 ml RPMI 1640 gewaschen. Die zu testenden Stimuli wurden mit RPMI 1640, welches 10 %
(V/V) FCS, 100 pg/ml Gentamicin und 5 ng/ml PMA enthielt, in 15 ml-Zentrifugenrhrchen
(Greiner Bio-One) verdiinnt. Je 3 ml pro Kavitit der verdiinnten Losungen wurden nach
Entfernen der Waschfliissigkeit auf die Zellen gegeben und diese fiir 2 h bei 37 °C und 5 %
CO, inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 3 ml/well GIBCO® Dulbecco's PBS (DPBS,

Invitrogen) gewaschen und fiir 30 min mit 2 ml/well BioWhittaker® PBS-EDTA (Lonza) bei
37°C und 5% CO, stehen gelassen. Die abgelosten Zellen wurden im Anschluss

resuspendiert und in 50 ml-Zentrifugenréhrchen (Greiner Bio-One), welche eine Vorlage aus
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20 ml RPMI 1640 mit 10 % FCS enthielten, pipettiert. Dann wurden die entsprechenden
Kavitdten zweimal mit je 3 ml DPBS gespiilt und die Spiilfliissigkeiten ebenfalls in die
Zentrifugenrdhrchen tiberfiihrt.

Die erhaltenen Zellsuspensionen wurden bei 300 g 8 min zentrifugiert, zweimal mit je
10 ml DPBS gewaschen und in einem Milliliter DPBS resuspendiert. Die Zellzahl und
-vitalitit wurde mittels CASY® Cell Counter Modell TT bestimmt. Je 10* Zellen/well,
suspendiert in RPMI 1640 unter Zusatz von 5 ng/ml PMA, wurden in sterile PVDF-96-well-
ELISPOT-Platten (MultiScreenyrs-IP, Millipore, Schwalbach/Ts., Deutschland) pipettiert. Die
Vorbereitung, Inkubation und Entwicklung der Platten erfolgte mittels Diaclone® ELISpot
Sets (Milenia Biotec, Giefen, Deutschland) fiir humanen TNFa und humanes IL6. Die
Inkubationszeit der Zellen auf der ELISpot-Platte betrug 16 Stunden. Alle nicht im ELISpot
Set enthaltenen Chemikalien waren analytisch rein. Die entwickelten Platten wurden von
CTL-Europe GmbH (Bonn, Deutschland) mittels ImmunoSpot® gescannt und analysiert. Die
ELISPOT-Versuche mit THP-1-Zellen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk

Lorenzen (Institut fiir Tumortherapie, Duderstadt).

2.4.4 Durchflusszytometrische Untersuchungen an THP-1-Zellen

Zur Bestimmung von humanen Oberflichenmarkern wurden die zu untersuchenden Zellen
mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern geférbt. Dafiir wurden jeweils maximal 1 x 10° Zellen
in 150 pl Blockpuffer, bestehend aus 5 % Kaninchenserum (R4505, Sigma Aldrich) in
IsoFlow™ (Beckman Coulter), resuspendiert und mit 5-20 ul Stammldsung (entsprechend
dem jeweiligen Hersteller-Protokoll) eines fluoreszenzmarkierten Antikdrpers versetzt. Einen
Uberblick iiber die verwendeten Antikdrper zur Charakterisierung von THP-1-
Oberflachenmarkern gibt Tab. 2-1. Die Zellsuspension wurde fiir 20 min bei 2-8 °C inkubiert,
zweimal mit je einem Milliliter IsoFlow™ gewaschen und bei 300 g fiir 5 min zentrifugiert.
Der Uberstand wurde dekantiert und die restlichen Zellen in 400 ul IsoFlow™ aufgenommen.

Hiernach wurden die Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers FACSCalibur™ von
Becton Dickinson (Heidelberg, Deutschland) analysiert. Das Gerédt verfiigt {iber einen
488 nm-Argonlaser (Ion Laser Technologies, Salt Lake City, USA) und wurde mit
CaliBRITE™-Partikeln (BD Biosciences) kalibriert. Sofern moglich, wurden mindestens
10000 Ereignisse je Probe detektiert. Die Auswertung erfolgte mittels BD
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CellQuestPro™-Software von Becton Dickinson. Intakte Zellen wurden anhand der Vorwérts-

und Seitwirtsstreuungscharakteristika fiir die weitere Analyse ausgewahlt (,,gegated®).

Tab. 2-1. Antikorper zur FACS-Charakterisierung von THP-1-Oberflichenmarkern.

Oberflichenmarker Fluoreszenzmarker Wirtstier Isotyp Klon Hersteller
Isotyp FITC FITC Maus IgGl DAK-GO1 Dako

Isotyp 1 PE PE Maus IgG2a DAK-GOS5S Dako

Isotyp 2 PE PE Maus IgGl DAK-GOl1 Dako

Isotyp PE/Cy5 PE/Cy5 Maus IgG1 MOPC-21  BD Biosciences
CD2 FITC Maus IgGl  MT910 Dako

CDl11b PE/Cy5 Maus IgGl ICRF44 BD Biosciences
CD14 PE Maus IgG2a RMOS52 Beckman Coulter
CD16 PE Maus IgGl  3G8 Beckman Coulter
CD19 PE Maus IgGl HD37 Dako

CD24 PE Maus IgGl ALB9 Beckman Coulter
CD29 FITC Maus IgGl K20 Dako

CD33 FITC Maus IgGl  WM-54 Dako

CD34 PE Maus IgGl 581 BD Biosciences
CD44 FITC Maus IgG2b G44-26 (C26) BD Biosciences
CD64 FITC Maus IgGl 10.1 BD Biosciences
CD66b FITC Maus IgGl 80H3 AbD SeroTec
CD80 FITC Maus IgGl L3074 BD Biosciences
CDS80 PE Maus IgGl L3074 BD Biosciences
CD86 PE Maus IgGl 2331 (FUN-1)BD Biosciences
CD90 FITC Maus IgG1l  F15-42-1 AbD SeroTec
CD105 FITC Maus IgGl SN6 AbD SeroTec
CD117 PE Maus IgGl 61708 R&D Systems
CD124 PE Maus IgGl hIL4R-M57 BD Biosciences
CD133/1 PE Maus IgGl AC133 Miltenyi Biotec
CD166 PE Maus IgGl 3A6 BD Biosciences
CD184 PE Maus IgG2a 12G5 Beckman Coulter
CD195 PE Maus IgG2a 2D7/CCR5 BD Biosciences
CDw197 PE Ratte IgG2a 3DI12 BD Biosciences
CD206 FITC Maus IgGl 19.2 BD Biosciences
CD282 FITC Maus IgG2a TL2.1 Imgenex

CD282 PE Maus IgG2a TL2.1 Imgenex

CD284 PE Maus IgG2a HTA125 eBioscience
CD326 FITC Maus IgGl HEA-125 Miltenyi Biotec
HLA-ABC PE Maus IgG2a W6/32 AbD Serotec
HLA-A2 FITC Maus IgG2b BB7.2 BD Biosciences
HLA-DR FITC Maus IgG2a G46-6 BD Biosciences
HLA-DR PE Maus IgG2b B8.12.2 Beckman Coulter

Abkiirzungen: FITC: Fluoresceinisothiocyanat, PE: Phycoerythrin; PE/Cy5: Phycoerythrin-Cyanin-5-Tandem-Konjugat.
Firmen: AbD SeroTec (Diisseldorf, Deutschland); BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland); Beckman Coulter (Krefeld,
Deutschland); Dako (Hamburg, Deutschland); eBioscience (Frankfurt, Deutschland); Imgenex (San Diego, USA; Vertrieb
iiber Biomol, Hamburg, Deutschland); Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Deutschland); R&D Systems (Wiesbaden,

Deutschland).

Die Zellvitalitdt wurde durch Ausschluss von Propidiumiodid bestimmt. Bei toten Zellen

kann dieser Farbstoff die Zellmembran durchdringen und sich in die DNA einlagern, was zu

einer Fluoreszenz dieser Zellen fiihrt. Hingegen wird die Zellmembran von intakten Zellen

nur in geringem AusmalBl durch den Farbstoff liberwunden. Hierfiir wurden ca. 400 pl
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Zellsuspension mit 10 pul Propidiumiodid-Losung in PBS (50 pg/ml, BD Biosciences)
gemischt und innerhalb von zwei Minuten durchflusszytometrisch analysiert. Innerhalb der
Auswahl (Gate) fiir die intakten Zellen, wurden lebende ungeférbte Zellen und tote geférbte
Zellen miteinander verglichen. Die Gesamtzahl an toten Zellen ergab sich aus der Summe der
gemessenen Ereignisse fiir gefdrbte Zellen und der Ereignisse, die sich auBlerhalb des Gates
fiir intakte Zellen befanden. Die Gesamtzahl der lebenden Zellen ergab sich aus den
ungefarbten Zellen innerhalb des Gates fiir intakte Zellen. Die Vitalitit wurde durch die
prozentuale Angabe der lebenden Zellen im Verhéltnis zu allen gemessenen Ereignissen (kein
Gate) ermittelt. Unbehandelte Zellen wurden als Kontrollen eingesetzt, wobei das dort
ermittelte Gate fiir intakte Zellen, auch auf behandelte Proben angewendet wurde. Dadurch
konnte eine eventuelle Reduktion der Vitalitit im Vergleich zur Kontrolle angegeben werden.
Die unspezifische Bindung der fluoreszenzmarkierten Antikérper an die Zellen,
beispielsweise iliber die Bindung des Fc-Teils des Antikorpers an Fc-Rezeptoren auf den
Zellen, wurde durch den FEinsatz einer Isotypen-Kontrolle ermittelt und entsprechend
kompensiert. Hierfiir wurden Isotypen-Antikorper, die den gleichen Isotyp und den gleichen
Fluoreszenzmarker aufwiesen, wie der fiir den Oberflichenmarker spezifische Antikorper,
eingesetzt. Die FACS-Versuche erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk

Lorenzen (Institut fiir Tumortherapie, Duderstadt).

2.4.5 Phagozytose-Assay

Monozytoide THP-1-Zellen in Suspensionskultur wurden wie unter 2.4.3 (THP-1-
Kultivierung fiir ELISPOT-Versuche) beschrieben geernet, die Zellzahl und -vitalitdt
bestimmt und eine Zellsuspension mit 1 x 10° Zellen pro ml erhalten. Jeweils ein Milliliter pro
Kavitét der Zellsuspension wurde in 24 well-Platten (Greiner Bio-One) ausgesit und fiir 48 h
bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Dabei differenzierten die monozytoiden THP-1-Zellen
durch den PMA-FEinfluss zu adhdrenten makrophagenartigen Zellen. Danach erfolgte ein
dreimaliges Waschen mit je einem Milliliter RPMI 1640.

Um das Ausmal} der Phagozytose zu bestimmen wurde ein Teil der Ansédtze mit 50 pg/ml
Cytochalasin D (Sigma Aldrich) in RPMI 1640, welches 10 % (V/V) FCS, 100 pg/ml
Gentamicin und 5 ng/ml PMA enthielt, versetzt. Der andere Teil der Ansdtze wurde nicht mit
Cytochalasin D behandelt. Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, fiir zwei Stunden

inkubiert und dann dreimal mit jeweils einem Milliliter RPMI 1640 gewaschen. AnschlieSend
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wurden jeweils ein Milliliter pro Kavitdt der zu testenden FITC-BSA-beladenen PLGA-MP-
Suspensionen in RPMI 1640, welches 10 % (V/V) FCS, 100 pg/ml Gentamicin und 5 ng/ml
PMA enthielt, zu den THP-1-Zellen hinzugegeben. Bei Ansitzen, die bereits mit
Cytochalasin D behandelt wurden, wurde die Konzentration an Cytochalasin D von 50 pg/ml
weiterhin aufrechterhalten. Als Positiv-Kontrolle dienten Fluorescein-markierte Zymosan A-
Partikel aus Saccharomyces cerevisiae (BioParticles®, Molecular Probes als Marke von Life
Technologies, Darmstadt, Deutschland). Gegebenenfalls wurden die Ansitze mit gelostem
FSL1 versetzt, um den Einfluss von partikelgebundenem und freiem LP auf die Phagozytose
zu evaluieren.

Nach zweistiindiger Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurde der Uberstand entfernt und
die Zellen mit einem Milliliter DPBS pro Kavitdt gewaschen. Die Aufnahme der FITC-
markierten Partikel wurde mit Hilfe des Inversions-Fluoreszenz-Mikroskops Olympus
CKX41 (Olympus) phasenkontrast- und fluoreszenzmikroskopisch (Anregungswellenlédnge

450 nm, Emissionswellenldnge 530 nm) bewertet. Danach wurden die Zellen fiir 30 min mit

einem Milliliter BioWhittaker® PBS-EDTA pro Kavitdt bei 37 °C und 5 % CO, stehen
gelassen. Die abgelosten Zellen wurden resuspendiert, in 15 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfiilhrt und dreimal mit DPBS gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert und die
verbliebene Zellsuspension in 400 ul IsoFlow™ resuspendiert. Der Anteil an fluoreszierenden
Zellen wurde mit Hilfe des Durchflusszytometers FACSCalibur™ bestimmt. Die Versuche zur
Phagozytose mit THP-1-Zellen erfolgten in Kooperation mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk Lorenzen

(Institut fiir Tumortherapie, Duderstadt).

2.4.6 Intrazellulare Lokalisation von Toll-like-Rezeptoren

Fiir die Bestimmung der intrazelluldren Lokalisation der TLR2 und TLR4 wurden sowohl
PMA-unbehandelte monozytoide THP-1-Zellen als auch fiir 48 h mit PMA behandelte
makrophagenartige Zellen verwendet. Die Kultivierung, Differenzierung und Ernte der Zellen
erfolgte wie unter 2.4.3 (THP-1-Kultivierung fiir ELISPOT-Versuche) beschrieben.

Die geernteten Zellen wurden mit Hilfe des Kits IntraStain von DakoCytomation
(Glostrup, Dinemark; Vertrieb iiber BIOZOL Diagnostika Vertrieb, Eching, Deutschland)
untersucht. Hierflir wurden jeweils maximal 1 x 10° Zellen in 150 pl Blockpuffer, bestehend

aus 5 % Kaninchenserum (R4505, Sigma Aldrich) in IsoFlow™, resuspendiert und mit 5 pl
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Stammldsung eines Antikorpers, der mit dem Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin (PE)
gekoppelt war, versetzt. Als Negativ- bzw. Isotypkontrolle diente der monoklonale Maus-
Antikorper 1gG2a (Katalog-Nr. MCA929) von AbD Serotec, zur Bestimmung von TLR2 der
monoklonale Maus-Antikorper TLR2/CD282 (Katalog-Nr. IMG-416D) von Imgenex und von
TLR4 der monoklonale Maus-Antikoérper Anti-Human CD 284 (TLR4) PE (Katalog-Nr. 12-
9917-41) von eBioscience. Die Zellsuspension wurde fiir 20 min bei 2-8 °C inkubiert, dann
mit einem Milliliter IsoFlow™ versetzt und bei 300 g fiinf Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und die verbliebene Zellsuspension in 400 ul IsoFlow™
resuspendiert. Nach dieser ersten Farbung wurde der Anteil an gebundenem Antikérper mit
Hilfe des FACS Navios™ 10/3 von Beckman Coulter und unter Verwendung der Kaluza
Analysis Software bestimmt. Die Instrumenten-Einstellungen wurden fiir die weiteren
Messungen nicht verdndert. Im Anschluss wurden die Zellen entsprechend der
Produktbeschreibung mit dem Formaldehyd-haltigen IntraStain Reagenz A fixiert und
gewaschen. Hierbei wurde die PBS-Arbeitslosung durch IsoFlow™ ersetzt. Die gewaschenen
Zellen wurden in 400 ul IsoFlow™ resuspendiert und der Anteil PE-fluoreszierender Zellen
erneut mittels FACS bestimmt. Nach der Messung wurde die Zellsuspension zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 50 pl IsoFlow™ resuspendiert. AnschlieBend
wurden zur Permeabilisierung und intrazelluldren Férbung der Zellen 100 pl IntraStain
Reagenz B sowie 5 ul des anfinglich verwendeten PE-konjugierten Antikdrpers hinzugefiigt.
Die Zellsuspension wurde fiir 20 min bei 2-8 °C inkubiert, dann mit einem Milliliter
IsoFlow™ versetzt und bei 300 g 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, die
verbliebene Zellsuspension in 400 ul IsoFlow™ resuspendiert und mittels FACS analysiert.
Die Versuche zur intrazelluldren Lokalisation von TLR mit THP-1-Zellen erfolgten in

Kooperation mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk Lorenzen (Institut fiir Tumortherapie, Duderstadt).

2.5 Versuche mit humanen monozytaren Dendritischen Zellen

2.5.1 Generelle Aussagen zu Experimenten mit huMoDC

Die Experimente mit huMoDC wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. rer. nat. Dirk
Lorenzen am Institut fiir Tumortherapie in Duderstadt durchgefiihrt. Da huMoDC von

verschiedenen freiwilligen Spendern gewonnen werden und diese keine Zelllinie darstellen,
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deren Versuchsergebnisse in engen Grenzen reproduzierbar sind, war eine statistische
Auswertung von Versuchswiederholungen meist nicht moglich. In diesen Fillen wurde ein

reprasentatives Experiment ausgewahlt und im Ergebnisteil prisentiert.

2.5.2 Gewinnung und Isolierung von Monozyten

Humane mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut (PBMC, peripheral blood
mononuclear cells) gesunder, freiwilliger Spender wurden mittels Leukapherese gewonnen.
Dafiir wurde ein COBE®™ Spectra Cell Separator (Gambro BCT, Martinsried, Deutschland) mit
dem Standardprogramm fiir die Isolierung von mononukledren Zellen eingesetzt. Die PBMC
wurden in Calcium- und Magnesium-freier HBSS (Hank's balanced salt solution) suspendiert
und die darin enthaltenen Monozyten durch Gegenstromzentrifugation bei 2400 U/min im
Elutra® Cell Separation System (Gambro BCT) isoliert. Daflir wurde die Flussrate
schrittweise von 37,0 auf 103,9 ml/min erhoht. Die Monozyten befanden sich in der letzten
von fiinf Fraktionen und konnten nach Abschluss der Zentrifugation aus der Trennkammer
entnommen werden (rotor off fraction, Berger et al. 2005).

Die Reinheit und Vitalitdt der isolierten Monozyten wurde durchflusszytometrisch mit
Hilfe eines FACSCalibur™ von Becton Dickinson bestimmt. Die Reinheit wurde durch den
Anteil an CD14"-Zellen (> 85 %) und die Abwesenheit von Granulozyten (< 5 %) ermittelt.
Dafiir wurden die Zellen mit einem monoklonalen, PE/Cy5-markierten Maus-anti-Human-
CD14-Antikérper (Klon RMOS52, Isotyp IgG2a) von Beckman Coulter gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert (siche 2.4.4). Der Anteil der Granulozyten wurde anhand
der Vorwirts- und Seitwértsstreuungs-Charakteristika bestimmt. Die Vitalitdt wurde iiber
Propidiumiodid-Farbung ermittelt (siehe 2.4.4). Die Zellen wurden nur bei einer Vitalitit von
iiber 95 % weiterverwendet.

Fiir spitere Versuche wurden Monozyten in 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und 90 %
autologes Serum (hitzeinaktiviert, 56 °C, 60 min) liberfiihrt und mit einer Rate von 1 °C/min

bis auf -80 °C abgekiihlt. Die Lagerung erfolgte bei -152 °C in bzw. tiber fliissigem Stickstoff.

2.5.3 Kultivierung von unreifen huMoDC

Unreife huMoDC wurden aus Monozyten gewonnen. Dafiir wurden die Monozyten bei

37 °C schnell aufgetaut und das DMSO sowie das autologe hitzeinaktivierte Serum durch
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Zugabe von warmen RPMI 1640 verdiinnt. Die Monozyten wurden mit einer Zellzahl von
1 x 10° Zellen/ml in dem serumfreien DC-Medium CellGro® (CellGenix™, Freiburg i. Br.,
Deutschland) unter Zusatz von 800 U/ml GM-CSF (INN: Sargramostin, Genzyme, Neu-
Isenburg, Deutschland) suspendiert. Nach 20 h Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, wurden
dem Medium 500 U/ml IL4 (CellGenix™) zugesetzt und die Zellen fiir weitere fiinf Tage
inkubiert. Danach wurden nicht adhirierte Zellen (iDC) geerntet (Tag 6), die Zellzahl und
-vitalitit mittels CASY"® Cell Counter Modell TT bestimmt und die Zellen

durchflusszytometrisch phianotypisiert (siche 2.5.5).

2.5.4 Einfluss der PLGA-Mikropartikel auf huMoDC

Die an Tag 6 gewonnenen iDC wurden in 6 well-Platten (3 ml Arbeitsvolumen, Greiner
Bio-One) mit einer Zellzahl von 0,5 x 10° Zellen/ml in frischem serumfreien DC-Medium
CellGro® unter Zusatz von 800 U/ml GM-CSF und 500 U/ml IL4 suspendiert. Die zu
untersuchenden PLGA-MP wurden in Konzentrationen von 2-200 pg/ml eingesetzt. Bei LP-
und sMPLA-modifizierten PLGA-MP wurden vergleichbare Konzentrationen der Reifungs-
stimulanzien in geloster Form als Kontrollen eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten
unstimulierte iDC. Die Positivkontrolle fiir die Reifung der DC stellte ein Zytokin-Cocktail
nach Jonuleit ef al. (1997) dar, der aus 10 ng/ml TNFa, 10 ng/ml IL1B, 100 U/ml IL6 (alle
von R&D Systems) und 1 ug/ml PGE, (Sigma Aldrich) bestand. Die Inkubation mit den
verschiedenen Stimuli wurde fiir 20 h bei 37 °C und 5 % CO, durchgefiihrt. Gegebenenfalls
wurden nach den ersten sechs Stunden Inkubation 100 ng/ml LPS R60 und 500 U/ml IFNy
zugesetzt, um die Reifungsfahigkeit der DC zu iiberpriifen. Das LPS R60 war ein Geschenk
von Frau Dr. Freudenberg und Herrn Dr. Dr. Galanos vom Max-Planck-Institut fiir
Immunbiologie in Freiburg i. Br. Die Zellen wurden geernet (Tag 7) und die Aufnahme der
FITC-BSA-beladenen PLGA-MP wurde fluoreszenzmikroskopisch (Olympus CKX41) und
durchflusszytometrisch (FACSCalibur™) bestimmt. Die DC wurden mit PE- und PE/Cy5-
markierten AntikOrpern gegen relevante Oberflaichenmarker gefdarbt und im Durchfluss-
zytometer FACSCalibur™ analysiert (sieche 2.5.5). Fiir die Bestimmung des Zytokinprofils
wurden die geernteten Zellen in ELISPOTSs untersucht (siche 2.5.6).
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2.5.5 Durchflusszytometrische Untersuchungen an huMoDC

Die an Tag 6 und Tag 7 geernteten DC wurden gewaschen und mit PE- und PE/Cy5-
markierten Antikorpern entsprechend dem Herstellerprotokoll gefarbt und durchfluss-
zytometrisch analysiert. Die Vorgehensweise entsprach der unter Punkt 2.4.4 angegebenen.
Die in Tab. 2-2 angegebenen Antikorper wurden verwendet.

Tab. 2-2. Antikdrper zur FACS-Charakterisierung von DC-Oberflichenmarkern.

Oberflichenmarker Fluoreszenzmarker Wirtstier Isotyp Klon Hersteller
Isotyp FITC FITC Maus IgGl DAK-GOl1 Dako

Isotyp 1 PE PE Maus IgG2a DAK-GOS5 Dako

Isotyp 2 PE PE Maus IgG1 DAK-GO1 Dako

Isotyp PE/Cy5 PE/Cy5 Maus IgGl MOPC-21  BD Biosciences
CDla PE/Cy5 Maus IgGl BL6 Beckman Coulter
CD14 PE/Cy5 Maus IgG2a RMOS52 Beckman Coulter
CDS80 PE Maus IgGl L3074 BD Biosciences
CD83 PE/Cy5 Maus IgG2b HBI15a Beckman Coulter
CD86 PE Maus IgG1 2331 (FUN-1)BD Biosciences
CD209 PE Maus IgGl AZNDI1 Beckman Coulter
CD282 (TLR2) PE Maus IgG2a TL2.1 Imgenex
HLA-DR PE Maus IgG2b B8.12.2 Beckman Coulter

Abkiirzungen: FITC: Fluoresceinisothiocyanat, PE: Phycoerythrin; PE/CyS5: Phycoerythrin-Cyanin-5-Tandem-Konjugat.

2.5.6 ELISPOT-Versuche an huMoDC

Die an Tag 7 geernteten DC wurden gewaschen. Die Zellzahl und -vitalitit wurde mittels
CASY® Cell Counter Modell TT bestimmt. Hiernach wurde die Zellzahl mit frischem
serumfreien DC-Medium CellGro® unter Zusatz von 800 U/ml GM-CSF und 500 U/ml 1L4
auf 5 x 10° Zellen/ml eingestellt und pro Ansatz jeweils drei Kavititen der vorbereiteten
sterilen PVDF-96-well-ELISPOT-Platte (MultiScreenyrs-IP, Millipore, Schwalbach/Ts.,
Deutschland) mit 100 ul  Zellsuspension, d.h. mit 5 x 10* Zellen/well, beladen.
Gegebenenfalls wurden zu den Ansdtzen 100 ng/ml LPS R60 und/oder 500 U/ml IFNy
zugesetzt. Die Vorbereitung, Inkubation und Entwicklung der Platten erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll der Diaclone® ELISpot Sets fiir humanen TNFa, humanes IL10 und
humanes IL12p70. Die Inkubationszeit der Zellen auf der ELISpot-Platte betrug 16 Stunden.
Alle nicht im ELISpot Set enthaltenen Chemikalien waren analytisch rein. Die entwickelten
Platten wurden von CTL-Europe GmbH (Bonn, Deutschland) mittels ImmunoSpot® gescannt

und analysiert.
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2.5.7 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Aufnahme von kovalent mit FSL1-bio modifizierten, FITC-BSA-beladenen PLGA-
MP (kFSL1-bio-MP) in Monozyten und iDC sowie die intrazelluldre Lokalisation des TLR2
wurden mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (confocal laser scanning
microscopy, CLSM) an einem Leica TCS SP-5 Konfokal-Mikroskop (Leica Mikrosysteme,
Wetzlar, Deutschland) untersucht. Dazu wurden Monozyten und iDC, wie oben beschrieben,
kultiviert und geerntet. Die Zellzahl wurde auf 1 x 10°Zellen/ml eingestellt. Je
300 pl/Kammer der Zellsuspensionen wurden in Lab-Tek™ Kammerdeckglaser (Vertrieb tiber
Thermo Electron LED, Langenselbold, Deutschland) pipettiert. Danach wurden 50 pg kFSL1-
bio-MP hinzugegeben. Als Positivkontrolle dienten Ansédtze mit 5 nmol/l gelostem FSL1-bio,
bei der Negativkontrolle wurden keine weiteren Substanzen zugesetzt. Die Zellen wurden fiir
zwei Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Im Anschluss wurden die Uberstinde entfernt
und die Zellen einmal mit DPBS gewaschen. Die intrazelluldre Farbung erfolgte mit Hilfe des
Kits IntraStain von DakoCytomation entsprechend der Herstelleranweisung. Dazu wurden die
Zellen 15 min bei RT mit 100 pul IntraStain Reagenz A fixiert, mit PBS-Arbeitslosung
gewaschen und dann mit 100 pl IntraStain Reagenz B 15 min bei RT permeabilisiert.
Hiernach wurden die Zellen mit PBS-Arbeitslosung gewaschen und unspezifische
Bindungsstellen mit 1%iger BSA-Losung in PBS (Blockpuffer) blockiert. Die Zellen wurden
zunédchst mit 50 ul/Kammer Streptavidin-Atto 590 (1:25 Verdiinnung mit Blockpuffer, Sigma
Aldrich, Anregungswellenlédnge 561 nm) im Dunkeln fiir 30 min inkubiert und anschlieBend
zweimal mit Blockpuffer gewaschen. Gegebenenfalls wurden 50 pl/Kammer Maus-anti-
Human-TLR2.1-Antikorper (1:20 Verdiinnung mit Blockpuffer, Imgenex) hinzugefiigt und
die Zellen fiir 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
Blockpuffer wurden 50 pl/Kammer Alexa Fluor® 488-gelabelter anti-Maus-Antikorper (1:20
Verdiinnung mit Blockpuffer, Invitrogen) zu den Zellen gegeben und diese fiir 30 min bei
37 °C im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden zweimal gewaschen und dann mit 70 pl
Mowiol und 10 pl 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, Invitrogen) fixiert bzw. gefarbt. Die
CLSM-Messungen wurden in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Dirk Lorenzen (Institut fiir
Tumortherapie, Duderstadt) und Lars Kastrup am Max-Planck-Institut in Gottingen

durchgefiihrt.
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2.6 Methoden der Statistik

Die statistische Auswertung der Unterschiede zwischen adsorptiver und kovalenter
Modifizierung von PLGA-MP mit LP erfolgte mit der Software Origin Pro 8.5. Angewendet
wurde ein Zwei-Stichproben-t-Test fiir unverbundene Stichproben. Die Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung des t-Test sind Normalverteilung und Varianzhomogenitit. Die Priifung auf
Normalverteilung wurde mit Hilfe des Shapiro-Wilk-Tests durchgefiihrt, die Priifung auf
Varianzhomogenitdt mittels des F-Tests.

Die statistische Auswertung der TNFa-Produktion durch THP-1-Zellen erfolgte mit der
Software SPSS Statistik Version 19 von IBM (Ehningen, Deutschland). Fiir den Vergleich der
Mittelwerte von mehr als zwei Probenansitzen (Gruppen) mit je 4 oder mehr unabhingigen
Stichproben wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA, analysis of variance)
verwendet. Voraussetzung fiir die Anwendung war die Normalverteilung der Stichproben, die
mit dem Shapiro-Wilk-Test festgestellt wurde. Im Anschluss wurde die Varianzhomogenitit
mit Hilfe des Levene-Tests iiberpriift. Da keine Varianzhomogenitdt vorlag, wurde fiir die
ANOVA eine Auswertung nach Welch genutzt. Waren die Gruppen voneinander signifikant
unterschiedlich, so wurde der multiple Post-Hoc-Test nach Dunnett-T3 durchgefiihrt, um zu
ermitteln, welche Gruppen signifikant unterschiedlich und welche gleich zueinander waren.
Normalverteilte Stichproben wurden trotz der geringen Stichprobenanzahl (n=>4) mit
arithmetischem Mittelwert und Standardabweichung angegeben, da diese aussagekriftige

Lage- und Streuungsparameter bei vorhandener Normalverteilung sind.
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3 Ergebnisse und Diskussion
3.1 Mikropartikel-Charakterisierung

3.1.1 PartikelgroRe

Im Folgenden soll der Einfluss verschiedener Herstellungsparameter auf die Partikelgrof3e
von BSA-beladenen PLGA-MP untersucht werden. Fiir eine effektive Aufnahme der MP
durch phagozytierende APC sollte die Partikelgroe in einem Bereich von unter 5-10 um
liegen (Johansen et al. 2000a; Wischke 2006, S.88-90). Die MP wurden mittels eines
W/O/W-Loésungsmittel-Evaporations-Verfahrens hergestellt.

W, - Phase O - Phase

Model-Antigen BSA PLGA in CH,Cl

Ultraschall

W, - Phase
PWA-L G&sung

W,/0 - Emulsion

Ultra Turrax
Abb. 3-1. Schematischer Ablauf
Solvent der Herstellung von Protein-
ofver W, /O, - beladenen PLGA-MP mit Hilfe

Mikropartikel

Evaporation Emulsion des W/O/W-Losungsmittel-Eva-
porations-Verfahrens.

Wie in Abb. 3-1 dargestellt wurde BSA als Modell-Antigen in der inneren wissrigen
Phase (W,-Phase) gelost und mit Hilfe eines Ultraschallstabs in der organischen
Losungsmittelphase (O-Phase), bestehend aus dem Polymer PLGA gelost in DCM, emulgiert
und es bildete sich eine W;/O-Emulsion (Primdremulsion). Diese wurde mit Hilfe des Rotor-
Stator-Homogenisators Ultra Turrax® in eine duBere wissrige Phase (W,-Phase), welche als
Stabilisator PVA enthielt, eingearbeitet. Die sich bildende W,/O/W,-Doppelemulsion
(Sekundédremulsion) wurde bei RT geriihrt, wobei das leicht fliichtige Losungsmittel aus der
O-Phase in die W,-Phase und dann in die Luft {iberging (solvent evaporation). Durch den

Verlust an organischem Losungsmittel prazipitierte das Polymer PLGA im Idealfall um die
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innere wissrige Phase und schloss das darin enthaltene Modell-Antigen in die entstehenden

MP ein.

a) 10 —— 9500 U/min  b) 104 —0,15%PVA
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Abb. 3-2. Volumen-Partikelgroenverteilung von BSA-beladenen PLGA-MP [W,-Phase: 200 pl 1%ige (m/V)
BSA-Losung in PBS, O-Phase: 4 g 5%ige (m/m) Resomer® RG 503 H-Losung in DCM, W,-Phase: 150 ml
PVA-Losung] in Abhingigkeit von folgenden Faktoren. - a) Ultra Turrax®-Geschwindigkeit bei der
Sekundédremulsionsbildung vyr (W,-Phase: 0,25%ige PVA-Losung); b) PVA-Konzentration (m/V) in der
W>-Phase (vyr: 13500 U/min); ¢) Homogenisationzeit bei der Sekundéremulsionsbildung (W,-Phase: 0,25%ige
PVA-Losung, vyr: 13500 U/min); d) Dreimaliges Waschen mit Aqua dem. (W,-Phase: 0,25%ige PVA-Losung,
Vur. 20500 U/mln)

In Abb. 3-2 wird der Einfluss verschiedener Parameter auf die durch LD gemessene
volumengewichtete PartikelgroBenverteilung dargestellt. Berechnet wurde diese aus den
Laserbeugungsdaten nach der Mie-Theorie anhand der von Schalper 2002 verwendeten
Parameter. Dabei wurden als W;-Phase 200 ul einer 1%igen BSA-Lésung (m/V) und als
O-Phase 4 g einer 5%igen (m/m) Losung von Resomer® RG 503 H verwendet.

Zunidchst wurde der Einfluss der Ultra Turrax®-Geschwindigkeit bei der Sekundar-
emulsionsbildung untersucht (Abb. 3-2a). Eine Steigerung der Geschwindigkeit bei der

einminiitigen  Emulsionsbildung  filhrte zu einer Verkleinerung des mittleren
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volumengewichteten Partikeldurchmessers D[4,3]. Bei 9500 U/min betrug dieser
6,57 = 3,22 pm, sank bei 13500 U/min auf 5,02 + 1,87 um, verringerte sich bei 20500 U/min
auf 3,20+ 1,71 um und bei 24000 U/min auf 3,14+ 3,02 um (MW £ SD, n=3). Die
niedrigste Geschwindigkeit flihrte zur Bildung von Partikeln mit Durchmessern iiber 10 pm,
d. h. 10,2 % der Partikel lagen iiber diesem Durchmesser. Mit steigender Geschwindigkeit
erfolgte ab 20500 U/min eine erhohte Bildung von NP, so befanden sich 9,61 % der Partikel
bei 20500 U/min unter 1 pm und 17,2 % bei 24000 U/min. Auch der Anteil groBBerer Partikel
stieg von 20500 U/min auf 24000 U/min an, d. h. {iber einem Durchmesser von 10 pm lagen
bei ersterem ca. 0,004 % und bei zweitem 3,24 %. Die mit 13500 U/min hergestellten MP
zeigten die engste PartikelgréBenverteilung, wobei sich 10 % der Partikel unter einem
Durchmesser von 2,785 um (do;) und 95 % unter 8,565 um (do¢s) befanden. Somit waren mit
13500 und 20500 U/min hergestellte MP hinsichtlich der PartikelgroBenverteilungen am
geeignetsten fiir eine Aufnahme durch phagozytierende APC. Der hier gezeigte Einfluss der
Homogenisator-Geschwindigkeit bei der Sekunddremulsionsbildung auf die Partikelgrofie
bestdtigt die Beobachtungen von Ogawa et al. 1988, die bei der Herstellung von PLA-MP
nach dem W/O/W-Verfahren eine Verringerung der PartikelgroBe mit zunehmender
Homogenisator-Geschwindigkeit feststellten.

Eine Verianderung der Konzentration (m/V) von PVA in der W,-Phase von 0,15 % bis hin
zu 0,35 % (Abb. 3-2b) bei gleichbleibender Ultra Turrax®-Geschwindigkeit fiihrte hingegen
kaum zu einer Verdnderung des Hauptpeaks der PartikelgroBenverteilungen. Bei der
Erh6éhung der Konzentration von 0,25 % auf 0,35 % war eine Zunahme von NP beobachtbar.
Hohere PVA-Konzentrationen waren aufgrund der Schaumbildung mit dem hier angewandten
Verfahren nicht moglich. Die PartikelgroBenverteilungen zwischen 0,15 und 0,25 % PVA
waren wenig verschieden, allerdings fiihrte die niedrigere Konzentration zu einer erhohten
Aggregatbildung beim Waschen der MP. Daher wurde fiir weitere Versuche eine PVA-
Konzentration von 0,25 % gewéhlt. Ein wesentlicher Einfluss der PVA-Konzentration auf die
Partikelgrofle, wie er beispielsweise von Jeffery et al. 1993 beobachtet wurde, konnte bei den
hier vorliegenden PVA-Konzentrationen nicht gezeigt werden. Dies ist v. a. auf die geringen
Konzentrationsunterschiede von 0,1 % zuriickzufiihren. Hingegen war die kleinste von
Jeffery et al. (1993) untersuchte Erhohung der PVA-Konzentration von einem auf zwei

Prozent, was eine Reduktion der Partikelgrofe um ca. zwei Mikrometer verursachte.
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Bei einer Erhohung der Homogenisationszeit fiir die Sekundiremulsionsbildung von einer
Minute auf zwei bzw. vier Minuten zeigte sich hinsichtlich der PartikelgroBenverteilung eine
Zunahme des nanopartikuldren Anteils von 1,11 % auf 12,7 bzw. 27,5 %, wihrend der Anteil
im Mikrometerbereich absank (Abb. 3-2c). Daher war eine Erh6hung der Homogenisations-
zeit nicht fiir eine Reduktion der Partikelgroe im Mikrometerbereich brauchbar.

Das dreimalige Waschen der MP fiihrte zu keiner wesentlichen Verdnderung des
Hauptpeaks der PartikelgroBenverteilungen (Abb. 3-2d). Allerdings erfolgte eine geringe
Reduktion des nanopartikulidren Anteils von 9,61 auf 6,24 %.

104 — 5% RG503H
---- 5% RG502H
1T e 10 % RG502H
84
e ]
S
5 |
£
g
>o ] Abb. 3-3. Einfluss der Polymerart
7 und -konzentration in der O-Phase
auf die  Volumen-PartikelgroBen-
verteilung  von  BSA-beladenen
00’1 1(')0 — ""1'(')'00 ' PLGA-MP (W,-Phase: 200 pl 1%ige

BSA-Losung in PBS, W,-Phase:

Partikeldurchmesser (pm) 150 ml  0,25%ige  PVA-Losung,
vur: 20500 U/min).

Im Weiteren wurde der Einfluss des Polymers auf die PartikelgroBenverteilung untersucht
(Abb. 3-3). Daflir wurde das Polymer Resomer® RG 503 H, welches eine logarithmische
Viskosititszahl von 0,32-0,44 dl/g (0,1 % in Chloroform, 25 °C) aufweist, gegen das
kurzkettigere Polymer Resomer® RG 502 H ausgetauscht, welches eine logarithmische
Viskositdtszahl von 0,16-0,24 dl/g hat. Als weitere feststehende Parameter wurden eine
Ultra Turrax®-Geschwindigkeit von 20500 U/min, eine PVA-Konzentration von 0,25 % (m/V)
und eine Homogenisationszeit fiir die Bildung der Sekundédremulsion von einer Minute
gewihlt. Der Austausch der 5%igen (m/m) Losung von Resomer® RG 503 H gegen
Resomer®” RG 502 H fiithrte zu einer Verringerung des D[4,3] von 3,20 + 1,71 um auf
2,19+ 1,71 um (MW =+ SD, n = 3). Der nanopartikulire Anteil lag fiir Resomer® RG 503 H
bei 9,61 % und fiir RG 502 H bei 13,3 %. Durch eine Verdopplung der Resomer® RG 502 H-
Polymerkonzentration in der O-Phase auf 10 % (m/m) wurden ein D[4,3] von 3,98 + 1,64 um
(MW £SD, n=3) und eine Reduktion der NP auf 1,55 % erreicht. Die Erhéhung der

Polymerkonzentration fiihrte zu einer VergroBerung der PLGA-MP, was v. a. auf die hohere
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Viskositdt der O-Phase und die damit verbundene erschwerte Bildung von kleinen
W,/O-Tropfchen bei gleichbleibendem Energieeintrag durch den Homogenisator
zuriickzufithren war (Yan et al. 1994). Die Verringerung der Partikelgrof3e nach Austausch des
Polymers beruhte ebenfalls auf der Viskositdtserniedrigung. Die nach dem letzten Verfahren
hergestellten MP dienten als Ausgangspunkt fiir alle weiteren Versuche und dieses wird im
Weiteren als Standard-Verfahren bezeichnet.

Zur abschlieBenden Beurteilung der PartikelgroBenverteilung wurden die nach dem
Standard-Verfahren hergestellten MP auf zwei verschiedenen Geriten, die nach dem Prinzip
der statischen Lichtstreuung (Laserbeugung) arbeiten, und auf einem Gerit, welches ein
Impedanz-Messverfahren nutzt, analysiert (Tab. 3-1). Hierbei wird letzteres als Goldstandard
verwendet, da es ein Einzelmessverfahren ist, keine optischen Eigenschaften der MP benotigt
sowie unabhidngig von der Form der MP anwendbar ist. Gleichwohl werden mit der
verwendeten Kapillar6ffnung von 30 pm nur Partikel zwischen 0,611 und 18 pum erfasst.

Tab. 3-1. Vergleich verschiedener Geréte zur Bestimmung der volumetrischen PartikelgroBenverteilung
von BSA-beladenen PLGA-MP, die nach dem Standard-Verfahren hergestellt wurden.

Geriit optisches Brechungsindex D[4,3] d; dos doy doos

Modell der Probe (um) (um) (um) (pm) (um)
real imaginir

Beckmann Coulter LS230 Fraunhofer 0,00 0,00 3,811 1,633 3,513 6,487 7,389
PLGA? 1,44 0,01 3,984 2,036 3,792 6,277 7,026
Polystyren 1,60 0,00 4,182 2,195 3,707 6,463 7,429
Latex

Malvern Mastersizer 2000 Fraunhofer 0,00 0,00 3,826 1,541 3,407 6,505 7,655
Polystyren 1,59 0,00 4,728 2,082 4,182 8,171 9,574
Latex

Beckmann Coulter - (Impedanz- - - 3,872 1,636 3,451 6,236 8,579

Multisizer™ 4 Messung)

9 Modell nach Schalper 2002 (Mie-Theorie)

Das Impedanz-Messverfahren zeigte eine gute Ubereinstimmung zu den berechneten
PartikelgroBen beider Laserdiffraktometer, wenn diese mit Hilfe der Fraunhofer-Ndherung
ausgewertet wurden. Streng genommen gilt diese allerdings nur fiir Teilchen, die mehr als vier
bis flinfmal so grofl wie die Wellenldnge des verwendeten Lasers sind und einen starken
Unterschied zwischen den Brechungsindices von Suspensionsmittel und Probe aufweisen
(Keck 2006, S. 47-50). Im Falle des Beckmann Coulter LS230, welches einen 750 nm-Laser

verwendet, iber 3-3,75 um, beim Mastersizer 2000, welcher iiber einen Helium-Neon-Laser
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(633 nm) verfiigt, iiber ca. 2,5-3,2 um. Auch die Auswertung nach der Mie-Theorie mit Hilfe
der von Schalper (2002) ermittelten Parameter fiir das optische Modell zeigte eine gute
Néherung zum Impedanz-Messverfahren, wohingegen die optischen Modelle fiir Polystyren

Latex-Partikel die geringsten Ubereinstimmungen aufwiesen.

3.1.2 Oberflachenstruktur und Lagerung

Die Ultrastruktur der PLGA-MP wurde nachfolgend mit Hilfe der Raster-
elektronenmikroskopie untersucht. Dabei sollte herausgefunden werden, welchen Einfluss das
in der W;-Phase enthaltene Protein BSA auf die Oberflichenstruktur der PLGA-MP hat. Da
der Zusatz von BSA die Osmolaritit der W;-Phase erhoht, ist ein Einstrom von W,-Phase und
eine Destabilisierung (Porenbildung, Zerreilen) der Partikeloberfliche denkbar. BSA besitzt
aber auch oberflichenaktive Eigenschaften, die eine Stabilisierung der PLGA-MP durch
Anlagerung an die W,/O- bzw. O/W,-Phasengrenzfliche bewirken konnten.

a)

Abb. 3-4. Rasterelektronenmikroskopische Bilder von MP aus dem Polymer Resomer® RG 502 H (10000fache
Vergroferung). - a) ohne BSA in der W,-Phase, b) mit BSA in der W,-Phase.

Verglichen wurden nach dem Standard-Verfahren hergestellte PLGA-MP mit und ohne
BSA in der W,-Phase (Abb. 3-4). Dabei konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen
BSA-freier (Abb. 3-4a) und BSA-haltiger W,-Phase (Abb. 3-4b) ermittelt werden. Beide
Formulierungen zeigten MP mit Durchmessern von ca. ein bis fiinf Mikrometern, die eine
einzelne porenartige Vertiefung aufwiesen. Die Oberfliche der MP war ansonsten glatt. Des

Weiteren wurde ein relativ hoher Anteil an NP, d. h. von Partikeln mit einem Durchmesser
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von unter einem Mikrometer, beobachtet. Diese zeigten zumeist keine Vertiefungen und
waren iiber nicht nidher charakterisierte briickenférmige Strukturen miteinander verbunden.
Die Lagerung der BSA-beladenen PLGA-MP erfolgte in PBS bei 2-8 °C. Die niedrigen
Temperaturen verlangsamen den hydrolytischen Abbau der MP, dieser findet aber dennoch
statt. Durch die Untersuchung der Oberflichenstruktur nach einem und nach drei Monaten
Lagerung, sollten Aussagen iiber den Zeitpunkt der hydrolytischen Zerstorung der

Partikeloberflaiche gewonnen werden, um die Lagerungszeit ggf. zu begrenzen (Abb. 3-5).

"

Abb. 3-5. Rasterelektronenmikroskopische Bilder von BSA-beladenen MP aus dem Polymer
Resomer® RG 502 H (5000fache VergroBerung) nach Lagerung in PBS bei 2-8 °C. - a) 1 Monat, b) 3 Monate.

Dabei wiesen die fiir einen Monat gelagerten MP noch eine weitgehend intakte Struktur
auf (Abb. 3-5a). Allerdings verhinderten die im PBS enthaltenen Salze eine genauere
Charakterisierung der NP, da diese nur aufgrund ihrer eckigen Struktur von den NP zu
unterscheiden waren. Trotz der stérenden Salze zeigten vereinzelt erkennbare NP eine glatte
Oberfldche und intakte Struktur. Nach einer Lagerung iiber drei Monate erfolgte eine
deutliche Porenbildung und teilweise Verformung der MP (Abb. 3-5b). Die sichtbare
Oberfliche wurde zudem rau. Somit war die strukturelle Integritit der MP nicht mehr
gegeben. Soweit erkennbar, war auch der Anteil an NP vermindert. Generell sollte eine
Lagerung der MP bei 2-8 °C in PBS nur bis zu einem Monat erfolgen, wobei in den hier
durchgefiihrten Versuchen die MP nach der Herstellung zeitnah lyophilisiert wurden, um
einem hydrolytischen Abbau vorzubeugen. Im Gegensatz hierzu konnten Dunne ef al. 2000
keine Verianderung der Form oder eine Koaleszenz von unmodifizierten PLGA-MP nach

175 Tagen Inkubation bei 5 °C in PBS feststellen. Weitgehend unverdndert blieb dabei auch
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die gewichtsmittlere Molmasse der MP sowie deren Gesamtmasse. Allerdings wurde als
Polymer das héhermolekulare Resomer® RG 504 verwendet, welches eine gewichtsmittlere
Molmasse von ca. 44000 aufweist, wihrend die Molmasse fiir das hier verwendete
Resomer® RG 502 H ca. 9000 betragt. Des Weiteren sind die Endgruppen des
Resomers® RG 504, im Vergleich zu denen des Resomers® RG 502 H, verestert und die
PLGA-MP waren nicht mit einem Wirkstoff beladen. Aufgrund dieser Unterschiede sind die
von Dunne et al. verwendeten PLGA-MP deutlich hydrophober und fiir einen hydrolytischen

Abbau weniger anfillig als die hier untersuchten MP.

3.1.3 Verkapselungseffizienz und Freisetzung

Die Verkapselungseffizienz des Modell-Antigens BSA und dessen Freisetzung aus den
PLGA-MP bestimmen, wie viel Protein in welcher Zeit von den APC aufgenommen wird.
Deshalb wurden die Verkapselungseffizienz und das Freisetzungsprofil der nach dem
Standard-Verfahren hergestellten BSA-beladenen PLGA-MP ermittelt. Ebenfalls sollte der
Einfluss einer Anderung der Polymerkonzentration in der O-Phase und des Volumens der
BSA-haltigen W,-Phase auf die Verkapselungseffizienz untersucht werden. Ziel war es die
groBtmogliche Verkapselungseffizienz bei geringem Materialeinsatz zu erreichen.

Dafiir wurden die lyophilisierten MP zur Abtrennung des Polymers vom Protein BSA
einer Acetonfiallung unterzogen und der Proteingehalt der gereinigten Proben mit einem BCA-
Assay bestimmt. MP, die mit dem Standard-Verfahren hergestellt wurden, erzielten eine
Verkapselungseffizienz von 91,69 + 13,66 % (MW £ SD, n=16). Die Wiederfindung des
Verfahrens betrug 94,11 £24 % (MW £SD, n=11). Durch eine Verringerung der
Konzentration des Polymers Resomer® RG 502 H in DCM von 10 % auf 5 % (m/m) énderte
sich die Verkapselungseftizienz nicht wesentlich auf 88,04 + 13,49 % (MW £ SD, n=3).
Innerhalb dieser Grenzen beeinflusste die Polymerkonzentration die Verkapselungseffizienz
nur in geringem Mafe. Damit weichen die hier gefundenen Ergebnisse teilweise von der
generellen Aussage verschiedener Arbeitsgruppen ab, die bei einer Reduktion der
Polymerkonzentration eine deutlich geringere Verkapselungseffizienz fanden (Mehta et al.
1996, Rafati ef al. 1997). Die Autoren machten die geringere Viskositdt der O-Phase und
damit verbunden eine schnellere Diffusion der W;-Tropfchen durch die O-Phase in die
W,-Phase sowie eine langsamere Aushirtung der MP fiir die verminderte

Verkapselungseftizienz verantwortlich. Yanefal 1994 zeigten aber, dass ab einer
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Grenzkonzentration von ca. 15 % (m/V) PLGA in DCM die Verkapselungseffizienz durch
eine hohere Polymerkonzentration nicht mehr wesentlich beeinflusst wird. Zudem fiihrten die
hoheren Polymerkonzentrationen zu groBeren MP, was durch eigene Versuche bestétigt wurde

(siehe 3.1.1).
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Abb. 3-6. Einfluss des Volumens der W;-Phase (10 mg/ml BSA) bei der Herstellung von PLGA-MP auf
folgende Parameter. - a) Verkapselungseffizienz; b) Volumen-PartikelgroBenverteilung.

Wie in der Abb. 3-6a dargestellt, fiihrte dagegen eine Erhohung des Volumens der
W,-Phase zu einer Reduktion der Verkapselungseffizienz. Wurde die W;-Phase verdreifacht
und damit das Verhéltnis von W;- zu O-Phase von 1:20 auf ca. 1:7 verdndert, fiihrte dies zu
einem Absinken der Verkapselungseffizienz auf 62,44 + 8,21 % (MW = SD, n=3). Noch
deutlicher verringerte sich diese, wenn die W,-Phase verfiinffacht wurde und damit ein
Verhiltnis zwischen W;- und O-Phase von 1:4 resultierte. Die Verkapselungseffizienz betrug
dann mit 32,09 £2,1 % (MW £ SD, n = 3) ca. ein Drittel der durch das Standard-Verfahren
erreichten.

Die Erhohung des Volumens der W,-Phase beeinflusste auch die beobachtbare
PartikelgroBe (Abb. 3-6b). Bei einer Verdreifachung des Volumens von 200 auf 600 pl stieg
der D[4,3] von 3,98 £ 1,64 um auf 7,47 + 4,30 um (MW +£ SD, n = 3). Allerdings betrug der
D[4,3] bei einer weiteren Erhdhung der inneren wassrigen Phase auf 1000 pl 5,31 £ 2,35 um
(MW +£ SD, n = 3) und lag somit zwischen den anderen beiden Werten. Zusétzlich konnte eine
Zunahme des nanopartikuldren Anteils beobachtet werden, der sich mit 8,36 % deutlich iiber
1,55 % bei 200 ul W;-Phase befand. Bei Verwendung von 600 ul W;-Phase konnten keine NP

gemessen werden.
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Jeffery et al. zeigten 1993 ebenfalls eine Erhohung der PartikelgroBle bei zunehmender
W,-Phase. Allerdings stellten sie gleichzeitig eine Zunahme der Verkapselungseffizienz von
Ovalbumin (OVA) fest, was kontrir zu den hier gefundenen Ergebnissen ist. Im Vergleich zu
den hier durchgefiihrten Versuchen setzten sie eine 40fach hohere Konzentration des
Stabilisators PVA in W»-Phase ein und das Volumen der W,-Phase war 7,5mal geringer. Die
Verhéltnisse von W;- zu O-Phase betrugen ca. 1:10; 1:5; 1:3,3 und 1:2,5. Die
Verkapselungseffizienzen stiegen bei gleichbleibender Menge an OVA (60 mg) von 24,6 auf
52,2 % an. Crotts und Park (1995) erklirten den Sachverhalt durch eine schnellere Entfernung
des organischen Losungsmittels aus den MP mit kleinerem W,/O-Verhéltnis, was zu einer
hoheren Viskositdt der O-Phase und der schnelleren Bildung einer stabilen Hiille fiihrt. Durch
die stabile Hiille kann keine weitere Diffusion der proteinhaltigen W,-Tropfchen erfolgen.
Jedoch zeigten Crotts und Park, dass ein hoheres Volumen der W,-Phase zu MP mit pordsen
Hiillen fiihrt. Eine ldngere Aggitation der MP in der W,-Phase fiihrte damit zu einer deutlich
hoheren Freisetzung von BSA, was sich mit den hier gefundenen Ergebnissen deckt.

100 -
60 -|

40 |

freigesetztes BSA (%)

20 +

Abb. 3-7. Freisetzungsprofil

0 von BSA-beladenen PLGA-
-——— >
0 100 200 300 400 500 600 700 ~MP, die nach dem Standard-
) Verfahren hergestellt wurden.
Zeit (h) MW = SD. n=4.

Fir die Bestimmung des Freisetzungsprofils der nach dem Standard-Verfahren
hergestellten MP wurden diese bei 37 °C in PBS stindig bewegt. Die Probennahme erfolgte
nach 2, 6, 24 und 48 h sowie nach 14 und 28 d. Der Proteingehalt der Proben wurde nach
TCA-Fillung mit der BCA-Methode bestimmt. Die MP zeigten, wie in Abb. 3-7 dargestellt,

einen deutlichen burst release und setzten bereits nach zwei Stunden 75,48 +5.84 %
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(MW +£ SD, n=4) BSA frei. Im weiteren Verlauf wurde keine nennenswerte Freisetzung von
BSA beobachtet. Eine Freisetzung des restlichen BSA nach 28 d wurde nicht bestimmt, da die
Lebenszeit der huMoDC unterhalb dieses Zeitraums liegt (Waeckerle-Men und Groettrup
2005) und damit eine spétere Freisetzung von BSA nicht mehr relevant ist.

Die Freisetzung von Stoffen aus PLGA-MP kann generell durch vier
Freisetzungsmechanismen erfolgen: Diffusion durch wassergefiillte Poren (I), Diffusion durch
das Polymer (II), Freisetzung durch eine osmotische Pumpe (III) sowie Freisetzung durch die
Erosion des Polymers (IV) (Fredenbergetal 2011). Dabei spielen II und III bei
makromolekularen Proteinen, wie BSA, und bei kurzen Freisetzungswegen unter 60 pm in
PLGA-MP eine untergeordnete Rolle (Fredenbergefal. 2011). Bei Protein-beladenen
PLGA-MP wird, wie auch hier beobachtet wurde, hiufig ein GroBteil der Proteine in kurzer
Zeit freigesetzt (burst release). Im Anschluss an diese erste Freisetzungsphase wird das
Protein iiber lingere Zeit meist sehr langsam oder gar nicht freigesetzt (Phase II) und
schlieBlich erfolgt die Freisetzung des restlichen Proteins (Phase III). Die anfangliche schnelle
Freisetzung kann durch nicht-verkapselte Proteine auf der MP-Oberfldche oder Proteine, die
sich nahe der Oberflache befinden und nach der Hydratation des Polymers schnell aus den
PLGA-MP diffundieren, erfolgen (Wang ef al. 2002). Zudem findet die Freisetzung schneller
statt je kleiner die PLGA-MP sind, weshalb der burst release teilweise auch auf die
Freisetzung der Proteine aus NP, die durch das Herstellungsverfahren ebenfalls entstehen und
bei volumengewichteten Teilchengrofenverteilungen unterreprésentiert sind (siehe 3.1.1 und
3.1.2), zuriickzufiihren ist (Berkland et al. 2003). Der ausgeprigte burst release verhindert
eine verldngerte BSA-Freisetzung und kann sich somit nachteilig auf eine fortwdhrende
Prisentation der Antigene auf den DC auswirken (Waeckerle-Men et al. 2006). Inwiefern eine
Aufnahme von noch BSA-enthaltenden PLGA-MP durch die schnelle Freisetzung verhindert
wird, soll spéter in dieser Arbeit durch Phagozytose-Studien mit FITC-BSA-beladenen
PLGA-MP und deren Auswertung mittels FACS und CLSM gekldrt werden. Ein Vorteil der
hier beobachteten anfianglichen Freisetzung des Modell-Antigens BSA aus PLGA-MP fiir den
Einsatz als Antigen-Tragersystem ist die hohere Proteinstabilitit bei schnellerer Freisetzung.
Nach erfolgter Wasseraufnahme in die PLGA-MP wird der burst release meist durch den
Verschluss von Oberfldchenporen (pore closing), durch die die Proteine aus den PLGA-MP
diffundieren konnen, beendet (Wang ef al. 2002). Die noch in den PLGA-MP enthaltenen

Proteine sind in dieser wasserhaltigen Umgebung anfillig fiir Agglomeration und Aggregation
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untereinander und fiir ionische Wechselwirkungen mit den unveresterten Carboxylgruppen
des PLGA. Die fortschreitende Erosion des Polymers kann ein saures Mikroklima
verursachen, welches nicht-kovalente Aggregation, Denaturation und kovalente Aggregation,
beispielsweise durch Thiol-Disulfid-Austauschreaktionen (Crotts und Park 1998), fordert
(Giteau et al. 2008). Aufgrund dieser Vorginge wird hiufig keine vollstindige Freisetzung
von Proteinen, trotz voranschreitender Auflosung der PLGA-MP (Phase III), beobachtet, was
ein Grund fir die bei den hier durchgefilhrten Versuchen nicht erfolgte finale

Proteinfreisetzung sein kann.

3.1.4 Proteinverteilung

Um die Ursache des burst release zu klaren, sollte die Proteinverteilung von FITC-BSA-
beladenen PLGA-MP mittels Fluoreszenzmikroskopie und CLSM bestimmt werden. Diese
Verfahren ermoglichen es die fluoreszierenden Proteine auf oder in den PLGA-MP zu
lokalisieren. In Abb. 3-8 dargestellt sind PLGA-MP nach dem dritten Waschen bei RT. Mit
Hilfe des Phasenkontrastes wurde eine Beobachtungsebene fiir die PLGA-MP ausgewihlt,
welche in diesem Bild weil3 leuchtend dargestellt sind (Abb. 3-8a). Durch Abschalten der
WeiBlichtquelle wurden dann die fluoreszierenden Proteine und deren Verteilung in den
PLGA-MP sichtbar (Abb. 3-8b). Man erkennt eine heterogene Verteilung der Proteine in den
MP. Teilweise sind runde Bereiche mit hoherer Fluoreszenzintensitit sichtbar, die auf
verkapselte W,-Tropfchen zuriickzufiihren sind. Die diffuse Gesamtfluoreszenz der
PLGA-MP lasst eine Oberfldchenlokalisation von FITC-BSA vermuten, die ursdchlich fiir den
hohen burst release mitverantwortlich sein konnte. Eine schnelle Porenbildung und
Freisetzung aus verkapselten, oberflichennahen Proteindepots ldsst sich aber nicht vollig
ausschlieBen. In den elektronenmikroskopischen Bildern wurde hédufig eine einzelne Pore in
der ansonsten glatten Oberfldche der PLGA-MP beobachtet. Befinden sich die Proteindepots
darunter, konnten diese unter den Freisetzungsbedingungen (héhere Temperatur von 37 °C,
PBS, durchgehende Aggitation) mit zum burst release beitragen. Des Weiteren sind ebenfalls

PLGA-NP sichtbar, die FITC-BSA deutlich schneller freisetzen konnen als PLGA-MP.
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a)

Abb. 3-8. Phasenkontrast- (a) und fluoreszenzmikroskopische (b) Bilder von FITC-BSA-beladenen PLGA-MP
nach dem dritten Waschen.

Die zweidimensionale Darstellung der 3D-Struktur von FITC-BSA-beladenen PLGA-MP
in fluoreszenzmikroskopischen Bildern fiihrt zu Uberlappung mehrerer Ebenen von
fluoreszierenden Proteinen, was eine genaue Bestimmung der Lokalisation der Proteine
verhindert. So konnte die diffuse Fluoreszenz der PLGA-MP von verkapselten, feinverteilten
Proteinen oder oberfldchenlokalisierten Proteinen herriihren. Eine genauere Bestimmung ist

mit Hilfe der CLSM méglich, die einzelne 2D-Ebenen darstellen kann.

Abb. 3-9. Overlay CLSM eines PLGA-MP.

In Abb. 3-9 dargestellt ist das Overlay aus mehreren Ebenen {iibereinander. Dieses
bestdtigt die heterogene Verteilung der Proteine in den PLGA-MP. Sowohl verkapselte runde
Bereiche mit Proteinen als auch oberflichenlokalisiertes FITC-BSA, sichtbar durch die
hohere Fluoreszenzintensitdt am Rand des PLGA-MP, konnten beobachtet werden, was die

vorher getroffenen Aussagen zur Proteinverteilung verifiziert.

3.1.5 Glasuibergangstemperatur

Die Glasiibergangstemperatur T, kennzeichnet den Ubergang eines amorphen bzw.
teilamorphen Polymers bei Erwdrmen vom glasartigen, sproden in den weicheren

gummielastischen Zustand. Bei einem Uberschreiten der T, kann sowohl die Stabilitiit als
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auch die Wirkstoff-Freisetzung deutlich beeinflusst werden. Deshalb wurde hier die T, von
reinem Polymer Resomer® RG502 H, PLGA-MP ohne BSA und PLGA-MP mit BSA mit
Hilfe der DSC bestimmt (Tab. 3-2).

Tab. 3-2. Glasiibergangstemperaturen (T,) ermittelt durch DSC-Messungen.

Probe T, (°C)
Resomer® RG 502 H 37,3
unbeladene PLGA-MP 37,1
BSA-beladene PLGA-MP 37,5

Dabei konnte keine wesentliche Abweichung der T, zwischen den Proben festgestellt
werden. Die T, lagen fiir alle Proben zwischen 37,0 und 37,5 °C und befanden sich damit
unterhalb von 40 °C, was der von Mehta ef al. 1996 bestimmten T, fiir Resomer® RG502 H
entspricht. Die Differenz von ca. 3 K ist wahrscheinlich auf eine Adsorption von Wasser aus
der Luft zuriickzufiihren, da dieses als Weichmacher dient und die T, erniedrigt (Blasi et al.
2005). Zudem ist die ermittelte T, in geringem MaBe abhdngig von den verwendeten
Messverfahren bzw. -parametern, beispielsweise der Heizrate bei der DSC, so dass
entsprechende Unterschiede auch daher resultieren konnen. Eine Verdnderung des
Ausgangspolymers durch die Einfliisse wéhrend der Herstellung der PLGA-MP, welche v. a.
Losung und Prézipitation des Polymers, Ultraschall-Einwirkung wéhrend der W/O-
Emulsionsbildung und mechanischen Energieeintrag durch den Ultra Turrax® bei der
Dispersion zur W/O/W-Emulsion umfassen, wurde nicht beobachtet. Bei ineffizienter
Lyophilisation der PLGA-MP wire aufgrund des verbliebenen Restlosungsmittels die T,
vermindert. Auch eine von Park 1994 beobachtete Degradation von PLGA zu Oligomeren
durch Ultraschallwellen, wiirde bei hoherer Oligomer-Konzentration zu einer Absenkung der
T, fithren (Schliecker et al. 2003).

Die Verkapselung des Proteins BSA fiihrte gegeniiber unbeladenen PLGA-MP sowie
reinem Polymer zu keiner Erniedrigung der T,. Conway und Alper beschrieben hingegen 1996
eine Reduktion der T, um 3 °C bei einer Verkapselung von 5 % BSA in PLGA-MP. Allerdings
sind die hier verwendeten MP theoretisch mit 0,5 % (m/m) BSA beladen und die hier
gemessene Proteinverkapselung der Probe betrug nur 0,41 %. Somit ist eine deutliche
Erniedrigung der T, erst bei hoheren Beladungen zu erwarten.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die hier verwendete Herstellungsmethode fiir

PLGA-MP und die Verkapselung des Modell-Proteins BSA keinen nachteiligen Einfluss auf
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die T, ausiibten. Allerdings sind Temperaturen um 37 °C, wie sie auch bei Experimenten in
der Zellkultur oder in vivo auftreten, kritisch fiir die Stabilitdt und das Freisetzungsverhalten
der PLGA-MP, da sie der gemessenen T, entsprechen und somit die Mobilitét des Polymers in
diesem Temperaturbereich erhoht ist. Daher kann die niedrige T, fiir den beobachteten hohen

burst release mitverantwortlich sein.

3.1.6 Restlosungsmittel-Gehalt

Aufgrund des verwendeten W/O/W-Losungsmittel-Evaporations-Verfahrens — zur
Herstellung von Protein-beladenen PLGA-MP besteht die Gefahr eines Restgehalts des
toxischen Losungsmittels DCM in den MP. Neben der Toxizitdt kann vorhandenes
Restlosungsmittel auch die Eigenschaften des Polymers verdndern und so das
Freisetzungsverhalten beeinflussen. Des Weiteren ist eine Beeintrachtigung der Stabilitit des
verkapselten Modell-Antigens BSA denkbar. Deshalb sollte der Gehalt an Restlosungsmittel
in den hergestellten PLGA-MP limitiert werden.

DCM gehort nach der Leitlinie CPMP/ICH/283/95 der EMA (European Medicines
Agency) fir Restlosungsmittel, welche die Grundlage fiir die Bestimmung der Losungsmittel-
Riickstinde nach Ph. Eur. ist, zu den Losungsmitteln der Klasse 2, deren Gehalt in
pharmazeutischen Produkten begrenzt werden soll. Die Grenzkonzentration fiir DCM liegt bei
600 ppm und die zuldssige tiagliche Aufnahme (permissible daily exposure) bei 6,0 mg/Tag.

Die Bestimmung des DCM-Gehalts in den MP erfolgte mittels Gaschromatografie und
gekoppelter Detektion durch ein Massenspektrometer (GC/MS). Zur Extraktion des DCM
wurden die Proben einer Headspace-SPME unterzogen. Dabei wurde die Probe durchmischt
und erhitzt, wobei das DCM in die Gasphase liberging. Aus dieser adsorbierte es an eine
beschichtete Quarzglasfaser. Nach erfolgter Adsorption wurde die Quarzglasfaser in den GC-
Injektor eingebracht und das DCM dort bei hoher Temperatur (250 - 300 °C) von dieser
desorbiert und auf die Kapillartrennséule aufgegeben.

Die Detektion erfolgte durch das Massenspektrometer aufgrund der hoéheren
Empfindlichkeit im SIM-Modus, wobei anstelle aller Ionenstréme nur Ionen mit den m/z 84
und 49 detektiert wurden. Ein m/z von 84 entspricht dabei einem durch Ionisation einfach
positiv geladenen DCM-Molekiil, m/z 49 einem ionisierten Fragment von DCM nach dem

Verlust eines Chloratoms (M; = 35).
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Abb. 3-10. Ausgewihlte GC/MS-SIM-Chromatogramme der Bestimmung des DCM-Gehalts. Grau dargestellt
sind die Haufigkeiten fiir Ionen mit m/z 49, schwarz dargestellt die Héufigkeiten fiir Ionen mit
m/z 84. - a) PLGA: Resomer™ RG 502 H (24,50 mg); b) BSA-beladene PLGA-MP (16,77 mg); ¢) 10 ng DCM;
d) 50 ng DCM.

Fiir die erhaltenen Chromatogramme (Abb. 3-10) wurden die AUC fiir das m/z 84
berechnet, da weniger storende Peaks in unmittelbarer Nihe des DCM-Peaks detektiert
wurden. Die Retentionszeit fiir DCM lag bei den verwendeten DCM-Standards und den
untersuchten MP-Proben zwischen 1,54 und 1,59 min. Dabei zeigte reines Polymer
Resomer® RG 502 H keinen auswertbaren Peak (Abb. 3-10a) und somit kein detektierbares
DCM (Tab. 3-3).
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Tab. 3-3. Restgehalt an DCM von BSA-beladenen PLGA-MP. Die Bestimmung
erfolgte aus den erhaltenen SIM-Chromatogrammen (m/z 84) nach Extraktion des
DCM aus den Proben durch Headspace-SPME und Analyse mittels GC/MS.

Probe

Einwaage  AUC,"

errechneter DCM-Gehalt

(ppm)

Resomer® RG 502 H
PLGA-MP (1)
PLGA-MP (2)
PLGA-MP (3)

(mg)
24,50 n. d.
31,49 15077
13,67 2651
16,77 4683

n. b.
1,06
0,96
0,98

% Fliche unter der Kurve (AUC) der Probe abziiglich der AUC des Leerwerts (Wasser).

Abbkiirzungen: n. b.: nicht bestimmbar, n. d.: nicht detektiert

Der Gehalt an DCM wurde mit Hilfe einer Kalibrierfunktion (Abb. 3-11) errechnet. Dafiir

wurden die um den Leerwert (Wasser) korrigierten Flichen unter den Kurven fiir DCM gegen

die in der jeweiligen wissrigen Standard-Losung enthaltene absolute Masse an DCM

aufgetragen.
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20000

AUC korr

10000 4

0

y=61536x -5422,41
R*=0,99

0

20 40 60 80
Masse DCM (ng)
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Abb. 3-11.  Kalibrierfunktion  zur
Bestimmung des DCM-Gehalts.
Dargestellt sind die um den Leerwert
(Wasser) korrigierten Flachen unter den
Kurven (AUCy.) gegen die absolute
Masse an DCM. Berechnungsgrundlage
waren erhaltene SIM-Chromatogramme
(m/z 84) nach DCM-Extraktion mittels
Headspace-SPME und Analyse durch
GC/MS.

Der errechnete Restlosungsmittelgehalt fiir drei lyophilisierte MP-Proben lag unter

1,1 ppm (Tab.3-3) und somit ca. 550mal niedriger als die nach Ph. Eur. geforderte

Grenzkonzentration von 600 ppm. Die nach dem Standard-Verfahren hergestellten BSA-

beladenen PLGA-MP sind also hinsichtlich des Gehalts an Restlosungsmittel fiir eine weitere

pharmazeutische Anwendung geeignet. Mal3geblich fiir den niedrigen DCM-Gehalt ist u. a.
die Herstellung nach dem W/O/W-Verfahren, wobei ein Verhiltnis der O-Phase zur W,-Phase

von ca. 1:40 verwendet wurde. Durch den deutlichen Uberschuss der W,-Phase wird die

Extraktion des DCM aus der O-Phase begiinstigt. Einen weiteren entscheidenden Einfluss hat

die Trocknung der MP, wobei die hier verwendete Lyophilisation fiir 24 h ein adidquates

Verfahren darstellt, um den Restgehalt an DCM zu begrenzen. Zudem sind die hergestellten
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PLGA-MP mit Teilchengrolen von unter zehn Mikrometern relativ klein, was aufgrund der
hoheren Oberfliche im Vergleich mit groeren MP sowohl die Extraktion als auch die

Verdunstung des DCM aus den MP fordert (Spenlehauer et al. 1986).

3.1.7 Endotoxin-Gehalt

Die nach dem Standard-Verfahren hergestellten PLGA-MP wurden in weiteren Versuchen
mit TLR-Agonisten modifiziert, die eine Reifung von iDC bewirken sollten. Um die
Auswirkungen der TLR-Agonist-modifizierten PLGA-MP auf iDC zu untersuchen, durften
die fiir die Modifizierung verwendeten Ausgangs-MP selbst keinen Einfluss auf die Reifung
von iDC haben. Eine Verunreinigung mit Endotoxinen kann zu einer Reifung von iDC fiihren
und sollte deshalb vermieden werden. Zudem war ein niedriger Endotoxin-Gehalt der
PLGA-MP eine Kontrollmoglichkeit fiir die erfolgreiche aseptische Herstellungstechnik.

In den hier durchgefiihrten Versuchen wurde fiir PLGA-MP ein Endotoxin-Gehalt von
unter 0,015 EU/mg ermittelt, der unter den von Wischke et al. 2006 (< 0,06 EU/mg) und
Jilek et al. 2004 (<5 EU/mg) beobachteten Werten lag. Der von Wischke efal. 2006
beobachtete Endotoxin-Gehalt fiihrte nicht zur Reifung von iDC. Obwohl die genaue
Endotoxin-Konzentration aufgrund des Grenzwert-Verfahrens nicht zu ermitteln war, sind die
hier getesteten PLGA-MP hinsichtlich der Endotoxinbelastung ein geeignetes
Ausgangsmaterial fiir die Oberflichenmodifizierung mit reifungsinduzierenden TLR-
Agonisten.

Fiir die Bestimmung des Endotoxin-Gehalts mit Hilfe der Festgel-Methode wurden die
PLGA-MP in endotoxinfreiem Wasser suspendiert und mit LAL gemischt. Nachfolgend
wurde das Gemisch bei 37 °C fiir eine Stunde inkubiert. Daher konnten durch das Verfahren
nur Endotoxine bestimmt werden, die unter diesen Bedingungen schnell aus den PLGA-MP
freigesetzt wurden, was v.a. oberflichenassoziierte Endotoxine betrifft. Verkapselte
Endotoxine konnten mit diesem Verfahren nicht erfasst werden. Die Bestimmung von
verkapseltem Endotoxin ist diffizil, da bei der Zerstorung der PLGA-MP, z. B. durch
Behandlung mit Lauge, auch die Endotoxine zerstort werden (Wischke 2006, S. 134).
Allerdings zeigten die hier untersuchten PLGA-MP einen burst release des in der W,-Phase
enthaltenen BSA, der zum Teil auf oberflichenlokalisiertes Protein zuriickzufiihren ist.
Deshalb sollten sich in der W;-Phase enthaltene Endotoxine zu einem gewissen Grad auch auf

den PLGA-MP befinden und durch den vorliegenden Test erfasst werden.
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3.2 TLR2-Agonist-modifizierte PLGA-Mikropartikel

3.2.1 Oberflachenmodifizierung

In den nachfolgend dargestellten Versuchen wurde die Bindung zweier LP an die
Oberflache von BSA-beladenen PLGA-MP untersucht. Verwendet wurden das diacylierte LP
FSL1, ein TLR2/6-Agonist, und das triacylierte LP BAS, ein TLR2/1-Agonist. Die
Modifizierung der MP-Oberflache ermoglicht die direkte Interaktion der TLR-Agonisten mit
den entsprechenden Rezeptoren auf bzw. nach erfolgter Aufnahme in den APC.

Zudem wurde in orientierenden Versuchen die Verkapselung des Modell-Lipoproteins
FSL2 untersucht. Eingesetzt wurden 50 pl einer 0,01%igen (m/V) FSL2-Losung als
W,-Phase. Die Verkapselung fiihrte zur Herstellung von zerstorten und deformierten MP, was
wahrscheinlich auf die oberfldchenaktiven Eigenschaften des LP zuriickzufiihren ist, wodurch
die W/O/W-Emulsion destabilisiert wurde. Das zu verkapselnde LP wurde vollstindig in der
W,-Phase und den Waschiiberstinden wiedergefunden (HPLC-Bestimmung des LP-Gehalts).

Ebenfalls untersucht wurde die Zugabe von 10 pl einer 0,1%igen (m/V) FSL1-Losung in
DMSO zur polymerhaltigen O-Phase. Die entstehenden MP waren gleichermallen deformiert
bzw. zerstort und das eingesetzte FSL1 wurde in der W,-Phase und den Waschiiberstinden
wiedergefunden. Somit waren der Zusatz der LP zur W - und zur O-Phase ungeeignet fiir die
Bildung von LP-modifizierten PLGA-MP. Die Verankerung der LP in der PLGA-MP-
Oberflache durch Zusatz der LP zur W,-Phase bei der MP-Herstellung wurde aufgrund des
vergleichsweise grolen Volumens der W,-Phase und dem damit verbundenen erhdhten
Einsatz an teurem LP aus monetdren Griinden verworfen. Fiir die Herstellung von LP-
modifizierten PLGA-MP schien deshalb die nachtrigliche Assoziation der LP an die MP-
Oberfliche zweckmifig zu sein.

Die Assoziation an die Oberfldche der MP sollte einerseits kovalent erfolgen, andererseits
wurde auch die Adsorption untersucht. Fiir eine kovalente Kopplung wurden, wie in
Abb. 3-12 dargestellt, die freien Carboxylgruppen des PLGA Resomer® RG 502 H durch
Einstellen eines leicht sauren pH-Werts in ihrer Dissoziation zuriickgedridngt. Dadurch
erfolgte eine leichtere Reaktion der Carboxylgruppen mit dem wasserldslichen Carbodiimid
EDAC zum instabilen O-Acylisoharnstoffester (Abb. 3-13, Hoare und Koshland 1966,
Williams und Ibrahim 1981)
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PLGA-Mikropartikel

Mikropartikel-Suspension
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¥
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Abb. 3-12. Schematischer
Arbeitsablauf der kova-
lenten Oberfldichen-Modi-
fizierung von PLGA-MP
mit LP (TLR2-Liganden).

Die so aktivierten Carboxylgruppen hydrolysieren sehr schnell (Gilles et al. 1990), so dass

als weiteres Kopplungsreagenz das wasserlosliche Succinimid Sulfo-NHS hinzugefiigt wurde,

welches an die Stelle des O-Acylisoharnstoffs trat und einen weniger hydrolyselabilen Sulfo-

NHS-Ester bildete (Abb. 3-13, Staros ef al. 1986). Die iiberschiissigen Kopplungsreagenzien

wurden durch Zentrifugieren und Waschen entfernt, um eine Quervernetzung bzw.
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Polymerisation der spéter hinzugefiigten LP untereinander zu vermeiden. Die PLGA-MP-
Suspension wurde bei anndhernd neutralem pH-Wert zu einer LP-Ldsung hinzugefiigt, wobei
die Sulfo-NHS-Ester auf der MP-Oberflache mit den Amin-Funktionen des Peptidanteils des
LP (beispielsweise in Lysin-Resten) reagierten. Der neutrale pH-Wert beglinstigt die
Reaktion, da im Vergleich zum leicht sauren pH-Wert mehr Amin-Funktionen deprotoniert
vorliegen, welche die reagierende Form darstellen. Die Reaktion fithrt zu stabilen
Amidbindungen zwischen LP und PLGA-MP. Aktivierte Carboxylgruppen, die nicht mit LP

reagierten, wurden im Anschluss durch Inkubation mit Hydroxylamin wieder in ihre

Ursprungsform iiberfiihrt.
0
M 74 i
0 H & /\LH
{“ + !/\\\[LHCHa _ . o cf// .- CHy
OH I P er \ | cr
HsC. AN CHg HiC . AH CHs
PLGA-MP EDAC instabiler O-Acylisoharnstoffester
o o Q2
g i
4 Vs " H ¢
o—c/ | cHy  HO—N . O—N
Nt o 0
\ | ¢l S:f/ Sx,f
H3C\/NH CH5 0 Pranien 0 S0
o o
instabiler O-Acylisoharnstoffester Sulfa-MHS semistabiler Sulfo-NHS-Ester
o 2
¢
O—N 7
o + HoN—Lipopeptid ————= /
Sfﬁ MH— Lipopeptid
o yo
o
] . stabile Amidbindung
semistabiler Sulfo-MHS-Ester zwischen Linopeptid und PLGA-MP

Abb. 3-13. Postulierter Reaktionsverlauf der kovalenten Kopplung von LP mit PLGA-MP mittels einer
modifizierten Carbodiimidmethode. (Abgespaltene Reaktionspartner wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit
weggelassen.)

Fiir die adsorptive Oberflichenmodifizierung wurden lediglich die Kopplungsreagenzien
EDAC und Sulfo-NHS weggelassen, ansonsten erfolgte die Beschichtung anlog zu dem in
Abb. 3-12 dargestellten Arbeitsablauf. Zur Herstellung von Kontroll-MP (Negativ-Kontrolle)
wurden diese wie die MP bei der kovalenten Kopplung behandelt, die LP-Losung wurde aber

durch Puffer ersetzt. Eine MP-freie Losung mit LP wurde als Positiv-Kontrolle eingesetzt.
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Abb. 3-14. FACS-Untersuchung der kovalenten Modifizierung von PLGA-MP mit FSL1-Rho. Dargestellt sind
auf der linken Seite die Dot Plots der Vorwiérts- (FS INT) und Seitwértsstreuungsintensititen (SS INT) und das
fir die Einzelparameteranalyse gewihlte Gate. Auf der rechten Seite sind die Histogramme der
Fluoreszenzintensititen von Rhodamin fiir das gewahlte Gate dargestellt. - a) Hintergrundmessung ohne MP;
b) kFSL1-Rho-MP.

Die qualitative Assoziation von LP an die MP-Oberfliche wurde mittels FACS untersucht.
Dazu wurden PLGA-MP kovalent mit fluoreszierendem FSL1-Rho modifiziert. Die
kFSL1-Rho-MP wurden gegeniiber der Hintergrundfluoreszenz anhand der Vorwérts- und
Seitwirtsstreuungsintensitdten identifiziert und fiir die weitere Analyse als Gate ausgewdhlt
(Abb. 3-14). Die Vorwirtsstreuung entspricht der Partikelgrof3e und die Seitwértsstreuung der
Partikelgranularitit. Innerhalb des Gates zeigten die Histogramme fiir die Rhodamin-

Fluoreszenz von kFSLI1-Rho-MP einen deutlich hoheren Anteil an fluoreszenzpositiven
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Messergebnissen verglichen mit der Hintergrund-Messung (Abb. 3-14), was auf eine Bindung
von FSL1-Rho an die MP-Oberfldche schlieBen lésst.

Die quantitativ an die MP gebundene Menge an LP wurde aus der Konzentrationsdifferenz
des LP aus dem ersten Uberstand (U1) von Positiv-Kontrolle und MP-Ansatz errechnet. Die
Konzentration des LP wurde dabei mittels HPLC bestimmt. Zusétzlich wurden auch die LP-
Konzentrationen in den Waschiiberstinden (U2 bis U4) bestimmt und evtl. abgeldstes LP bei
der Berechnung des LP-Gehalts der MP beriicksichtigt. Die Konzentrationsbestimmungen der
Uberstinde der Negativ-Kontrolle zeigten keine storenden Peaks im Bereich der LP, die
Retentionszeiten von 1,8-2,3 min aufwiesen. Zudem konnte in den vierten Uberstinden aller
Ansitze kein LP mehr nachgewiesen werden.

Die Gehaltsbestimmung von BAS-modifizierten PLGA-MP (Tab. 3-4) ergab fiir adsorptiv
modifizierte MP (aBAS-MP) einen Gehalt von 17,71 ng/mg und fiir kovalent modifizierte
(kBAS-MP) einen geringfiigig hoheren Gehalt von 20,95 ng/mg. FSL1-modifizierte PLGA-
MP (Tab. 3-4) zeigten einen Gehalt von 22,78 ng/mg fiir die adsorptive (aFSL1-MP) und von

30,51 ng/mg fiir die kovalente Modifizierung (kFSL1-MP).

Tab. 3-4. LP-Gehalt von Oberflachen-modifizierten BSA-
beladenen PLGA-MP (n =3, MW £ SD).

PLGA-MP LP-Gehalt
(ngmg")  (pmol mg™)
aBAS-MP? 17,71+ 1,48 6,36+ 0,53
KBAS-MP? 20,95+2.50 7,53+ 0,90
aFSL1-MP® 22,78 + 4,45 13,67 + 2,67
KFSL1-MP? 30,51 49,95 18,31 +5.97

a) adsorptiv.  modifizierte BAS-MP; b) kovalent modifizierte BAS-MP;
¢) adsorptiv modifizierte FSL1-MP; d) kovalent modifizierte FSL1-MP.

Bei beiden LP lag der Wert fiir die kovalente Kopplung hoher als der fiir die adsorptive
Oberflaichen-Modifizierung.  Darauthin  durchgefiihrte =~ Zwei-Stichproben-t-Tests  fiir
unverbundene Stichproben zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Modifizierungsarten (p =0,05). Normalverteilung nach Shapiro-Wilk (p=0,01) und
Varianzhomogenitit (F-Test, p = 0,05) lagen vor. Allerdings ist das Ergebnis angesichts der
geringen Stichprobenanzahl (n = 3) kritisch zu bewerten. Zudem ist eine zumindest teilweise
adsorptive Bindung der LP auch bei der kovalenten Methode denkbar. Aufgrund der geringen
Menge an gebundenem LP und der proteinhaltigen PLGA-Matrix, konnte der Nachweis einer

kovalenten Bindung (Amidbindung) zwischen LP und Carboxylendgruppen des PLGA, z. B.
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mittels Rontgenphotoelektronen-, Massen-, FTIR- oder NMR-Spektroskopie, nicht gefiihrt
werden.

Generell konnte durch das hier vorgestellten Verfahren sowohl eine adsorptive als auch
kovalente Oberflichenmodifizierung von PLGA-MP mit zwei verschiedenen TLR2-
Agonisten gezeigt werden. Der Gehalt an LP wurde dabei mittels HPLC bestimmt und lag in
einem Bereich von 17 bis 31 ng LP pro Milligramm MP (Tab. 3-4). Brandhonneur et al.
verwendeten 2009 ebenfalls eine Carbodiimid-Methode zur kovalenten Kopplung von
Heptapeptiden (M, ~ 720-730 g/mol) und von gréBeren Proteinen, wie WGA
(M,, ~ 38000 g/mol) und BSA (M, ~ 66000 g/mol), an PLGA-MP (D[4,3]:2,5 um;
Resomer® RG 503H). Die hier verwendeten LP BAS (M, 2783 g/mol) und FSLI
(M,, 1666 g/mol) liegen hinsichtlich der molaren Masse zwischen den dort verwendeten
Peptiden bzw. Proteinen. Die molaren Gehalte der LP, welche zwischen 6-19 pmol/mg liegen,
sind niedriger als die von Brandhonneur efal. 2009 ermittelten Gehalte fiir kleinere
Heptapeptide (220-230 pmol/mg) sowie fiir WGA (43 pmol/mg) und BSA (43 pmol/mg). Eine
Ursache fiir die geringeren Gehalte der LP kann deren amphiphile Struktur sein, wobei der
hydrophobe Fettsdure-Anteil des LP eine Interaktion zwischen dem hydrophilen Peptid-Anteil
des LP mit den Carboxylgruppen auf der MP-Oberfldche sterisch hindern konnte. Weiterhin
sind die verwendeten  Kopplungsverfahren  unterschiedlich, so  verwendeten
Brandhonneur ef al. 2009 z. B. kein Sulfo-NHS und trennten auch das Kopplungsreagenz
EDAC vor der Zugabe der Proteine bzw. Peptide nicht ab, was eine Polymerisation der
Proteine aneinander auf der Oberfldche begiinstigen kann. Zudem unterscheiden sich die
verwendeten MP hinsichtlich der GroBe und somit auch hinsichtlich der fiir die Kopplung
notwendigen spezifischen Oberfliche (specific surface area, SSA). Die von uns verwendeten
PLGA-MP sind ca. 3-5 um groB (D[4,3]), haben eine SSA zwischen 1,9 und 2,3 m%*/g
(bestimmt mittels LD, kalkuliert {iber den oberflichengewichteten Durchmesser D[3,2],
Dichte der PLGA-MP wird mit 1 g/cm’ angenommen) und sind groBer als die von
Brandhonneur et al. 2009 verwendeten (D[4,3] 2,5 um). Obwohl Brandhonneur et al. 2009
keine Angabe zur SSA macht, kann aufgrund der geringeren GroBe von einer grofleren
Oberfldche fiir die Interaktion zwischen Ligand und PLGA-MP ausgegangen werden, was

einen hoheren Gehalt ermdglicht.
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3.2.2 Charakterisierung von THP-1-Zellen

Die Zelllinie THP-1 diente als Modell fiir APC bei den Untersuchungen zur Aufnahme
und zur immunstimulatorischen Wirkung von TLR-Agonist-modifizierten PLGA-MP. Die
monozytoiden Zellen wurden aus dem peripheren Blut eines einjdhrigen Jungen mit akuter
myeloischer Leukédmie gewonnen (Tsuchiya ef al. 1980). Der Einfluss von extrazelluldren und
aufgenommenen TLR2- und TLR4-Agonist-modifizierten PLGA-MP auf APC sollte
untersucht und dafiir die intra- und extrazellulire Expression der Rezeptoren bestimmt
werden. Neben den von der DSZM angegebenen immunologischen Markern wurden bei einer
laborinternen weiterfiihrenden Untersuchung weitere immunologische Charakteristika der
Zelllinie mittels FACS iiberpriift (Tab. 3-5).

Die Zellen zeigten typische Marker myeloider Zellen. Der Differenzierungsmarker CD33
war mit ca. 89 % stark ausgeprégt. Der Fcy-Rezeptor I (CD64) und der LPS-Rezeptor (CD14)
als typische Oberflichenmolekiile myeloider Zellen waren ebenfalls vorhanden, wenn auch
letzterer nur schwach ausgepriagt war.

Die fiir die Prisentation von extrazelluliren Antigenen wichtigen MHC-Molekiile vom
Typ II, hierunter fdllt der Oberflichenmarker HLA-DR, kommen mit hoher Expression
ausschlieBlich auf APC vor und wurden auf iiber 90 % der Zellen positiv detektiert. Zudem
waren auch MHC-Molekiile vom Typ 1, d. h. HLA-ABC und der Isotyp HLA-A2, welche fiir
die Antigenprésentation von zytoplasmatischen Antigenen verantwortlich sind und auf allen
kernhaltigen Zellen vorkommen, stark ausgepragt.

Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 sind auf APC zu finden, die durch
Kontakt mit Pathogenen oder proinflammatorischen Zytokinen aktiviert wurden. Die hier
untersuchten Zellen zeigten eine geringe Expression dieser Molekiile, wobei CD86 auf ca.
9 % der Zellen vorhanden war. Eine gewisse Prdaktivierung ist somit nicht auszuschlieen.
Die Erkennung verschiedener Pathogene erfolgt anhand der auf ihnen vorhandenen PAMP.
Die dafiir erforderlichen PRR sind u. a. auf den APC vorhanden. Von diesen wurden hier der
LPS-Rezeptor (CD14), der TLR2 (CD282) und der TLR4 (CD284) auf der Oberfliche der
Zellen detektiert. Da die beiden TLR Zielstrukturen fiir den Einsatz der TLR-Agonist-
modifizierten PLGA-MP darstellen, kann eine Aktivierung der Zellen prinzipiell {iber diese

Rezeptoren erfolgen.
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Tab. 3-5. FACS-Charakterisierung von monozytoiden THP-1-Zellen ohne PMA-Behandlung unter serumhaltigen

Kultivierungsbedingungen.

Zielstruktur Synonym  Expression”  Fluoreszenz Zielstruktur Synonym  Expression®  Fluoreszenz
-positive -positive
Zellen® Zellen”
(%) (%)
CD2 LFA2 NK, T, Thy 1.10 CDI105 Endoglin Endo, 19.34
aktivierte
Mono/M®,
BM-Sub
CDI11b Macl Mye, NK 342 CDI117 c-Kit, SCFR Ham VZ 0.39
CDl14 LPS-R Mono, M® 5,06 CDI24 IL4R B,Him VZ, T 0.44
CD16 FeyRIIL Mono, N, NK 0,36 CDI133 AC133 Ham SZ/VZ 0.28
CD19 B4 B.DC 1.47 CDle6 ALCAM, aktivierte 91.47
BEN. DM- Mono/M®/T,
GRASP. B. Endo, Ep1
SEL
KGCAM
CD24 BBAL B.G 0.34 CDI184 CXCR4 unreife CD34"- 7.40
HSA Ham SZ. T-
Sub, DC,
Mono, M®
CD29 Platelet Leu 99,67 CD195 CCRS, G, Mono, M®, 0.26
GPIIa, p1- CKRS5, i
Integrin CMKBRS
CD33 P67 Mye VZ, 88.51 CDwl97 CCR7, Leu, DC 022
Mono EB/1. BLR2
CD34 Mucm, Ham VZ, Endo 0,18 CD206 MRC1, DC. Mono, 0.89
gp 105-120 MMR M®. Endo
CD44 Hermes- Leu. Ery 87.07 CD282 TLR2 Mono, M@, 92.76
Antigen, DC,N
PGPI.
HCAM
CDo64 FeyRI Mono, M®, 37,23 CD284 TLR4 Mono, M®, 98.02
DC DC, T
CD66b frither G 2,22 CD326 Ep-CAM Ep1 ¢:73
CD67
CD80 B7.1 B. aktivierte 0,58 HLA-ABC  MHCI kernhaltige 99 73
DC/Mone Zellen
CD86 B7.2 aktivierte B, 8,93 HLA-A2 MHCI, 99.91
Mono, DC Serotyp A2
CD9%0 Thyl CD34*- 1.45 HLA-DR MHCII APC 91.61
Prothymozyten

? Abkirzungen. - APC: Antigen-prisentierende Zellen: B: B-Zellen: BM: Knochenmark-Zellen: DC: Dendritische Zellen: Endo: Endothelzellen;
Epi: Epithelzellen: Ery: Erythrozyten: G: Granulozyten: Him: himotopoietische Zellen: Leu: Leukozyten: M®: Makrophagen: Mono: Monozyten:
Mye: myeloide Zellen: NK: natiirliche Killerzellen: N: neutrophile Granulozyten: SZ: Stammzellen: Sub: Subpopulationen: T: T-Zellen: VZ:

Vorlduferzellen.

® Die Fluoreszenz-positiven Zellen wurden gegenitber einer entsprechenden Isotypenkontrolle bestimmt.
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Des Weiteren wurde der Chemokin-Rezeptor CXCR4 mit schwacher Ausprigung auf den
Zellen gefunden. Stark ausgeprédgt hingegen waren die Adhdsionsmolekiile HCAM (CD44)
und ALCAM (CD166).

Zur Abgrenzung der myeloiden Zellen gegen andere Zelltypen wurden verschiedene
weitere  Differenzierungsmarker  bestimmt.  Typische = Marker  h@matopoetischer
Vorlauferzellen, darunter CD34, CD117, CD124 und CDI133, waren negativ, d.h. die
vorliegenden Zellen hatten sich nicht entdifferenziert.

Ebenfalls negativ waren typische T-Zell-Marker, wie CD2 und CD124, und B-Zell-
Marker, wie CD19, CD24 und CD124. Der Epithelzell-Marker CD326 und ein typischer
Marker von Granulozyten (CD66b) sowie ein Marker von CD34"-Prothymozyten (CD90)
waren ebenfalls negativ. Zudem wiesen die Zellen die Chemokinrezeptoren CCR5 (CD195)
und CCR7 (CDw197) sowie den Fcy-Rezeptor II1 (CD16) nicht auf.

v U o O4

Abb. 3-15. Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen (10-fache VergroBerung) von THP-1-Zellen unter
verschiedenen Kultivierungsbedingungen. - a) ohne PMA; b) mit PMA.

Fiir die Testung der MP hinsichtlich der Phagozytose und Immunstimulation wurden die
oben beschriebenen monozytoiden Zellen mit dem Phorbolester PMA fiir 48 h inkubiert.
Dadurch differenzierten die in Suspensionskultur wachsenden, runden, monozytoiden Zellen
in makrophagenartige Zellen. Letztere zeigten einen lang gestreckten, flachen Phianotyp und

wurden adhérent (Abb. 3-15).
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Abb. 3-16. FACS-Overlays von verschiedenen Oberflichenmarkern auf THP-1-Zellen vor (grau) und nach
(schwarz) 48stiindiger Stimulation mit PMA gegen die jeweilige Isotypen-Kontrolle (gestrichelte Linien). -
a) CD11b; b) CDS80; ¢) CD86; d) HLA-ABC; e) HLA-DR; f) TLR2; g) TLR4.

Die eingesetzte PMA-Konzentration war vergleichbar mit der von Park et al. 2007
eingesetzten, die einerseits ausreichend fiir die Differenzierung der Zellen ist, andererseits
aber keine unerwiinschte Expression von Genen verursacht und eine weitere immunologische
Reaktion der Zellen auf schwache Reifungsstimuli zuldsst. Die Verdnderung wichtiger
Oberflichenmarker nach der Differenzierung ist in Abb. 3-16 dargestellt. Zur Uberpriifung
der Differenzierung wurde der von Schwende ef al. (1996) beschriebene Marker CD11b
verwendet. Dieser wurde bei der Stimulation der THP-1-Zellen mit PMA deutlich
hochreguliert (Abb. 3-16a). Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86 zeigten auch

bei den makrophagenartigen Zellen keine deutliche Expression, d. h. CD80 war verglichen
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mit der Isotypen-Kontrolle negativ (Abb. 3-16b) und CD86 (Abb. 3-16¢) leicht erhdht. Somit
erfolgte keine Aktivierung der Zellen durch den Einsatz des Phorbolesters. Die fiir die
Antigenprésentation notigen MHC-Molekiile vom Typ I HLA-ABC (Abb. 3-16d) und vom
Typ Il HLA-DR (Abb. 3-16¢) waren nach der PMA-Behandlung auf den Zellen vorhanden,
die Expression von letzteren war leicht vermindert. Ebenfalls vorhanden waren die PRR
TLR2 (Abb. 3-16f) und TLR4 (Abb. 3-16g), deren Expression durch den Einsatz des PMA

nicht deutlich veridndert wurde.
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Abb. 3-17. Extra- und intrazelluldre Lokalisation von TLR2 und TLR4 bei undifferenzierten THP-1-Zellen
bestimmt durch FACS-Messung nach Antikorperfairbung vor der Fixierung (extrazelluldr/nativ), nach der
Fixierung mit IntraStain A (nach A) sowie nach der Permeabilisierung mit IntraStain B und anschlieBender
Antikorperfarbung (intrazelluldr/nach B). - a) Isotypenkontrollen nativ (dunkelgrau), nach A (grau) und nach B
(hellgrau); b) Overlay: Isotypenkontrolle (grau), anti-TLR2-Antikorper nativ (griin), nach A (gelb) und nach B
(rot); ¢) TLR2 extrazelluldr; d) TLR2 nach Fixierung; e) TLR2 intrazelluldr; f) Overlay: Isotypenkontrolle
(grau), anti-TLR4-Antikorper nativ (griin), nach A (gelb) und nach B (rot); g) TLR4 extrazellular; h) TLR4 nach
Fixierung; i) TLR4 intrazellulér.
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Da die in dieser Arbeit untersuchten MP durch die THP-1-Zellen aufgenommen werden
sollen und damit prinzipiell auch intrazelluldr wirken konnen, wurde die intrazelluldre
Expression der Zielrezeptoren TLR2 und TLR4 untersucht. Hierfiir wurden die Zellen
zunédchst mit einem anti-TLR2- bzw. anti-TLR4-Antikorper gefarbt und die Expression der
Rezeptoren auf der Zelloberfliche mittels FACS bestimmt (griin in Abb. 3-17 und Abb. 3-18).
Wie bereits in den vorhergehenden Untersuchungen festgestellt, zeigten sowohl
undifferenzierte als auch mit PMA differenzierte THP-1-Zellen eine deutliche Expression der
PRR TLR2 und TLR4. Im Anschluss wurden die Zellen fixiert und erneut im FACS
vermessen (gelb in Abb. 3-17 und Abb. 3-18). Die Fixierung fiihrte zu einer deutlichen
Abnahme der Fluoreszenz-positiven Zellen, welche bei PMA-behandelten Zellen deutlicher
ausgeprigt war als bei unbehandelten. Danach erfolgte die Permeabilisierung der fixierten
Zellen und eine Antikorperfarbung der intrazelluldr vorhandenen TLR2 bzw. TLR4. Sowohl
unbehandelte als auch mit PMA-behandelte THP-1-Zellen zeigten eine intrazelluldre
Expression von TLR2 und TLR4 (rot in Abb. 3-17 und Abb. 3-18). Daher sind PMA-
differenzierte, makrophagenartige THP-1-Zellen als Modell fiir die Untersuchung von TLR2-
und TLR4-Agonist-modifizierten PLGA-MP geeignete, da sie die Zielrezeptoren extra- und

intrazelluldr exprimieren.
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Abb. 3-18. Extra- und intrazelluldre Lokalisation von TLR2 und TLR4 bei PMA-differenzierten THP-1-Zellen
bestimmt durch FACS-Messung nach Antikorperfairbung vor der Fixierung (extrazelluldr/nativ), nach der
Fixierung mit Intrastain A (nach A) sowie nach der Permeabilisierung mit Intrastain B und anschlieBender
Antikorperfarbung (intrazelluldr/nach B). - a) Isotypenkontrollen nativ (dunkelgrau), nach A (grau) und nach B
(hellgrau); b) Overlay: Isotypenkontrolle (grau), anti-TLR2-Antikorper nativ (griin), nach A (gelb) und nach B
(rot); ¢) TLR2 extrazelluldr; d) TLR2 nach Fixierung; e) TLR2 intrazelluldr; f) Overlay: Isotypenkontrolle
(grau), anti-TLR4-Antikdrper nativ (griin), nach A (gelb) und nach B (rot); g) TLR4 extrazelluldr; h) TLR4 nach
Fixierung; i) TLR4 intrazellulér.
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3.2.3 Phagozytose durch THP-1-Zellen

In den nachfolgend priasentierten Experimenten wurde der Einfluss von MP-Konzentration
und -Modifizierung mit dem TLR2-Agonisten FSL1 auf die Aufnahme der MP durch THP-1-
Zellen untersucht. Die Phagozytose der LP-modifizierten PLGA-MP ist einerseits eine
wichtige Voraussetzung fiir die Prisentation der verkapselten Antigene iiber MHC-I-
(Kreuzprisentation) und MHC-II-Molekiile sowie die nachfolgende Aktivierung von CD8"-
und CD4"-T-Zellen (Burgdorf und Kurts 2008). Andererseits konnen intrazelluldre TLR2
durch die phagozytierten MP stimuliert werden. Dabei konnten verschiedene Arbeitsgruppen
eine erhdhte Empfindlichkeit des TLR2 nach der Phagozytose von partikuldren Pathogenen
zeigen (Ip et al. 2008, 2010, Underhill ef al. 1999, Wolf ef al. 2011). Des Weiteren zeigten
Blander und Medzhitov 2004, dass MyD88" und TLR2x4" murine Makrophagen, deren
TLR-Signaltransduktion unterbunden wurde, Bakterien in vermindertem Ausmaf} und mit
einer reduzierte Rate phagozytierten. Deshalb sollte in den nachfolgenden Versuchen geklért
werden, ob eine Modifizierung von PLGA-MP mit TLR2-Agonisten zu einer vermehrten

Phagozytose fiihrt.

Abb. 3-19. Phasenkontrast-Mikroskopie (40-fache Vergroferung) von THP-1-Zellen nach zweistiindiger
Inkubation. - a)Zellen ohne MP; b)Zellen mit unmodifizierten FITC-BSA-beladenen PLGA-MP
(200 pg 10 Zellen).

Dazu wurden monozytoide THP-1-Zellen fiir zwei Tage mit PMA stimuliert, wobei diese
zu makrophagenartigen Zellen differenzierten. Die so erhaltenen THP-1-Zellen wurden zwei
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen von FITC-markierten MP-Formulierungen
inkubiert. Die Ermittlung der aufgenommenen MP erfolgte anhand der FITC-Fluoreszenz der
Zellen, welche durch FACS bestimmt wurde. Um durch die Zellen aufgenommene MP von an

den Zellen adsorbierten zu unterscheiden, wurden ansonsten identische Ansdtze einmal mit
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und einmal ohne Cytochalasin D behandelt. Cytochalasin D hemmt die Aktin-Polymerisation
und damit eine Verdnderung des Zytoskeletts, welches fiir eine phagozytotische Aufnahme der
MP vonnéten ist (Phagozytose-Inhibitor).

In Abb. 3-19 werden phasenkontrastmikroskopische Bilder von THP-1-Zellen nach der
Inkubation ohne (Abb. 3-19a) oder mit (Abb. 3-19b) unmodifizierten FITC-BSA-beladenen
PLGA-MP miteinander verglichen. Sichtbar in b) ist eine Konzentrierung der MP in bzw. an
den THP-1-Zellen, welche auf eine Aufnahme der MP durch die Zellen schlielen ldsst.

Die Verifizierung der Partikel-Aufnahme erfolgte wie oben beschrieben durch den
Vergleich von Cytochalasin-gehemmten und ungehemmten Zellen. In Abb. 3-20 ist zum einen
die Aufnahme FITC-markierter Zymosan-MP als Positiv-Kontrolle dargestellt (Abb. 3-20a),
zum anderen die Aufnahme unmodifizierter FITC-BSA-beladener PLGA-MP (Abb. 3-20b).
Sowohl bei Zymosan-MP als auch bei PLGA-MP kam es durch den Einsatz von
Cytochalasin D zu einer deutlichen Reduktion der fluoreszierenden Zellen, was auf eine
phagozytotische Aufnahme der MP schlieBen ldsst. Dennoch fluoreszierten auch die
Cytochalasin-behandelten Zellen nach der MP-Inkubation stirker als unbehandelte Zellen.
Der entsprechende Unterschied stellt an die Zellen adhérierte MP dar.

a) b)

100

100

Counts
Counts

100 107 102 108 104
FL1-Height

Abb. 3-20. Phagozytose verschiedener FITC-MP-Formulierungen durch THP-1-Zellen dargestellt als FACS-
Overlays. Die FITC-Fluoreszenz (FL1-Height) auf der Abszisse ist gegen die Anzahl der detektierten Zellen
(Counts) auf der Ordinate aufgetragen. Verglichen werden Zellen ohne MP (schwarze gestrichelte Linie) sowie
Zellen mit FITC-MP ohne (graue Line) und mit (schwarze Linie) Zusatz von Cytochalasin D als Phagozytose-
Inhibitor. - a) Zymosan-MP (200 pg 10 Zellen); b) FITC-BSA-beladene PLGA-MP (200 ug 10 Zellen).

Steigende Konzentrationen von unmodifizierten FITC-BSA-beladenen PLGA-MP zeigten
bis zu 200 pg/10° Zellen, wie in Tab. 3-6 dargestellt, eine erhohte Aufnahme in, aber auch
eine stirkere Adsorption der MP an die THP-1-Zellen. Bei einer Verdopplung der
Partikelkonzentration auf 400 ug/10° Zellen erhohte sich der Anteil adhérenter MP deutlich,
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wihrend der Gesamtanteil fluoreszierender Zellen ohne Cytochalasin-Behandlung lediglich
leicht erhoht wurde. Deshalb wurden im Vergleich bei 200 ug/10° Zellen prozentual mehr MP
durch Phagozytose in die THP-1-Zellen aufgenommen.

Aufgrund dessen wurden weiterhin nur MP-Konzentrationen von 200 ug/10° Zellen
miteinander verglichen. Um den Einfluss des TLR2-Agonisten FSL1 auf die Phagozytose
durch THP-1-Zellen zu ermitteln, wurden unmodifizierte FITC-BSA-beladene PLGA-MP mit
fiinf und 200 ng FSL1 pro 10° Zellen wihrend der Inkubation versetzt. Der Einfluss auf die
Phagozytose war marginal. Auch adsorptiv und kovalent mit FSL1 modifizierte FITC-BSA-
beladene PLGA-MP sowie Zymosan-MP, welche mit 200 ng FSL1 pro 10° Zellen versetzt
wurden, zeigten keine deutliche Erhohung der Phagozytose (Tab. 3-6).

Tab. 3-6. Phagozytose verschiedener FITC-MP-Formulierungen durch THP-1-Zellen in Abhéngigkeit von der
MP- und FSL1-Konzentration.

Probenbeschreibung ~ MP FSL1 FITC-positive Zellen”
(ng10°Z) (ng10°Z) (%)
frei MP- mit ohne intrazellularer
assoziiert” Cytochalasin  Cytochalasin  Anteil
(Differenz)

Negativkontrolle - - - 1,97 0,01 -1,96
Zymosan-MP 200 - - 17,59 74,13 56,54
Zymosan-MP + FSL1 200 200 - 12,74 53,11 40,37
Unmodifizierte MP 50 - - 4,65 30,37 25,72

100 - - 8,50 41,53 33,03

200 - - 16,53 59,14 42,61

400 - - 25,45 62,14 36,69
Adsorptiv modifizierte 200 - 3,76 5,21 32,27 27,06
FSL1-MP
Kovalent modifizierte 200 - 7,05 11,78 56,52 44,74
FSL1-MP
Unmodifizierte MP + 200 5 - 17,65 56,09 38,44
FSL1

200 200 - 8,20 52,15 43,95

? Die MP-assoziierte Menge an FSL1 wurde aus dem FSL1-Gehalt und der MP-Konzentration errechnet.
% Der Prozentsatz an fluoreszierenden FITC-positiven Zellen wurde mittels FACS bestimmt. Dargestellt sind die gegateten Zellen.

Die hier hergestellten PLGA-MP wurden durch THP-1-Zellen phagozytiert und erfiillen
somit die Voraussetzungen fiir eine effektive Prisentation der Antigene iiber MHC-Molekiile
und eine intrazelluldre TLR2-Stimulation. Ein Einfluss der TLR2-Stimulation auf das Ausmaf}

der Phagozytose von PLGA-MP konnte hingegen nicht gezeigt werden.

131



Ergebnisse und Diskussion

3.2.4 TLR2-vermittelte Aktivierung und Zellviabilitat von THP-1-
Zellen

Im Folgenden wurde der Einfluss von verschiedenen Stimuli auf die Zellviabilitit und
Zytokinproduktion von THP-1-Zellen untersucht. Die TLR2-vermittelte Aktivierung der
Zellen wurde anhand der Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine TNFa (ELISA
und ELISPOT, Remer ef al. 2006) und IL6 (ELISPOT) gemessen. Dabei sollte die Frage
geklart werden, ob mit TLR2-Agonisten Oberflichen-modifizierte PLGA-MP eine stédrkere
Aktivierung bewirken als geloste TLR2-Agonisten und unmodifizierte PLGA-MP. Da TLR2-
Agonist-modifizierte PLGA-MP durch THP-1-Zellen phagozytiert wurden (siehe 3.2.3) und
TLR2 intrazellulédr (siehe 3.2.2) in THP-1-Zellen vorhanden war, wurde eine stirkere bzw.
langere Interaktion der modifizierten MP mit den TLR2-Heterodimeren vermutet. Zudem
wurde eine erhdhte Empfindlichkeit von intrazelluldiren TLR2 in Makrophagen gegeniiber
Bakterien gezeigt (Ip ef al. 2008, 2010, Underhill ez al. 1999, Wolf et al. 2011), die fiir TLR2-
Agonist-modifizierte PLGA-MP noch nicht nachgewiesen wurde. Des Weiteren sollten
Unterschiede in der Zellaktivierung zwischen adsorptiv und kovalent modifizierten MP
aufgedeckt werden. Denkbar war eine Ablosung der adsorbierten TLR2-Agonisten vor der
Phagozytose, was eine geringere Interaktion mit intrazelluldren TLR2 und eine verminderte
Aktivierung zur Folge hétte. Unterschiede in der Aktivierung zwischen dem TLR2/1-
Agonisten BAS und dem TLR2/6-Agonisten FSL1 sollten ebenfalls detektiert werden. In
Abhiéngigkeit von der eingesetzten Partikelkonzentration war zusitzlich die Zellviabilitdt zu
bestimmen, da diese den limitierenden Faktor fiir die maximal einsetzbare Menge an Partikeln
darstellte.

Makrophagenartige THP-1-Zellen wurden fiir zwei Stunden mit TLR2-Agonist-
modifizierten MP, unmodifizierten MP mit und ohne Zugabe von TLR2-Agonist sowie freiem
TLR2-Agonist inkubiert. Danach wurden die Stimuli entfernt und die Zellen fiir 14 bis
16 Stunden unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Die resultierenden Uberstinde wurden
entnommen und mit Hilfe eines ELISA auf das proinflammatorische Zytokin TNFa getestet.
Die Zellviabilitit wurde nach Abnahme der Uberstinde mittels des MTT-Tests bestimmt.

In einem orientierenden Versuch sollte die Potenz der gelosten LP BAS und FSL1 mit
gelostem LPS 0111:B4 verglichen werden (Abb. 3-21). Es konnte kein wesentlicher

Unterschied zwischen den freien Substanzen tber einen Konzentrationsbereich von

132



Ergebnisse und Diskussion

0,2-2000 ng/10° Zellen gefunden werden. Ab einer Konzentration von 200 ng/10° Zellen war
eine geringfligig hohere Potenz der LP zu beobachten (FSL1 > BAS > LPS).
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Abb. 3-21. TNFoa-Ausschiittung von PMA-differenzierten THP-1-Zellen in Abhingigkeit der gelosten LP FSL1
(n=2)und BAS (n = 2) sowie des LPS 0111:B4 aus E. coli (n =4). MW = SD.

Im Anschluss sollte der Einfluss von mikropartikuldr gebundenen LP evaluiert werden. In
Abb. 3-22 dargestellt ist der Einfluss von BSA-beladenen PLGA-MP, die mit dem TLR2/6-
Agonisten FSL1 modifiziert wurden. Die MP wurden zum einen adsorptiv mit FSL1
modifiziert (Abb. 3-22d, aFSL1-MP), zum anderen wurde das LP kovalent an die MP
gebunden (Abb. 3-22e, kFSL1-MP). Die MP-assoziierte Menge an FSL1 wurde aus dem
FSL1-Gehalt der MP und ihrer Konzentration errechnet. Als Kontrolle dienten unmodifizierte
MP (Abb. 3-22a, uMP), welche, bis auf den LP-Zusatz, dem gleichen Beschichtungsprozess
wie kovalent modifizierte MP unterzogen wurden. Weitere Kontrollen beinhalteten freies
FSLI in einer vergleichbaren Konzentration wie auf den modifizierten MP (Abb. 3-22b) und
eine Mischung aus uMP und freiem FSL1 (Abb. 3-22¢, uMP/FSL1). Es wurden jeweils vier
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verschiedene Konzentrationen der Stimuli eingesetzt und mit unstimulierten Zellen

verglichen.
FSL-1 MP TNFa-Konzentration Zellviabilitiit
(ng 10° Zellen) (ug 10 Zellen) (pg ml™) (% der Kontrolle)
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Abb. 3-22. TNFa-Ausschiittung und Zellviabilitat (MTT-Test) von THP-1-Zellen in Abhéngigkeit von folgenden
Stimuli. - a) uMP; b) freies FSL1; ¢) uMP/FSL1; d) aFSL1-MP; e) kFSL1-MP. MW + SD; n =4.

Jedes Konzentrations-Level wurde mit Hilfe einer einfaktoriellen ANOVA auf
Unterschiede hinsichtlich der TNFa-Ausschiittung untersucht. Alle Proben waren
normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test, p <0,05). Zuerst erfolgte ein Vergleich zwischen
unstimulierten Zellen, MP-Formulierungen in einer Konzentration von 100 pg/10° Zellen

(uMP, aFSL1-MP, KFSL1-MP), freiem FSL1 (2 ng/10° Zellen) und der Mischung uMP/FSL1.
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Da keine Varianzhomogenitit zwischen den Gruppen mit Hilfe des Tests nach Levene
festgestellt werden konnte (p < 0,001), wurde zur Auswertung der Unterschiede zwischen den
Gruppen die Berechnung nach Welch verwendet. Es wurde ein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Gruppen gefunden, F(5;7,62)=45,38; p<0,001. Zur
Aufkliarung, welcher Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen signifikant war, wurde der
multiple Post-Hoc-Test nach Dunnett-T3 durchgefiihrt. Dieser ist fiir eine kleine
Stichprobenanzahl geeignet und bendtigt keine Varianzhomogenitét als Voraussetzung fiir die
Durchfiihrung. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den unstimulierten Zellen
(78 pg/ml) und uMP (54 pg/ml, p=0,282), freiem FSLI1 (86 pg/ml, p=1,000) sowie
uMP/FSL1 (90 pg/ml, p = 1,000) gefunden werden. Sowohl kKFSL1-MP (2418 pg/ml) als auch
aFSL1-MP (1596 pg/ml) waren signifikant unterschiedlich zu den {brigen Gruppen
(p <0,05). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden FSL1-MP gezeigt
werden (p =0,177).

Der Vergleich im nichsten Konzentrations-Level (MP-Konzentrationen 200 pg/10° Zellen,
freies FSL1 4 ng/10° Zellen) erfolgte analog. Es wurde keine Varianzhomogenitit festgestellt
(p <0,01). Die Auswertung nach Welch ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen, F(5; 7,27) = 494,055; p <0,001. Der Test Dunnett-T3 zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen unstimulierten Zellen und uMP (p = 0,184), freiem FSL1 (p = 0,973)
sowie der Mischung aus beidem (p = 0,881). Adsorptiv modifizierte und kovalent modifizierte
MP waren signifikant unterschiedlich zu den anderen Gruppen (p <0,01), aber nicht im
Vergleich zueinander (p = 0,977).

Die Versuchsanséitze der beiden néichsthoheren Konzentrations-Level zeigten keine
Varianzhomogenitit (Levene-Test, p <0,01) und Unterschiede bei der Auswertung nach
Welch mit F(5; 7,72) =219,641; p <0,001 fiir das dritthochste und F(5; 7,73) = 165,305;
p <0,001 fiir das hochste Level. Signifikante Unterschiede bestanden bei adsorptiv und
kovalent modifizierten FSL1-MP gegeniiber den anderen Gruppen (Dunnett-T3, p <0,05). Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen aFSLI-MP und kFSL1-MP bei
Konzentrationen von 300 pg/10° Zellen (p =0,525) sowie 400 pg/10° Zellen (p = 1,000)
gefunden werden. Sowohl adsorptiv als auch kovalent modifizierte FSL1-MP zeigten bei
einer Konzentration von 200 ug/10° Zellen die hdchste Ausschiittung an TNFa, welche in

einem Bereich von 2360 bis 2490 pg/ml lag und somit ca. 20fach hoher war als die durch eine
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vergleichbare Menge freies FSL1 (122 pg/ml) oder die Mischung uMP/FSL1 (131 pg/ml)
ausgeloste.

Bei der Uberpriifung der Zellviabilitit mittels MTT-Test wurde ein zytotoxischer Einfluss
der MP festgestellt, welcher bei uMP am stirksten ausgepragt war. Eine deutliche Reduktion
auf ca. 55 % der Kontrolle erfolgte bei der hochsten getesteten MP-Konzentration von
400 pg/10° Zellen. Freies LP hatte einen stimulierenden Einfluss auf die Zellviabilitit. Diese
stieg rechnerisch im Vergleich zur Kontrolle bis auf Werte von ca. 200 % an. Durch Mischung
der uMP mit FSL1 wurde der zytotoxische Effekt der MP gemindert, d. h. die Zellviabilitit
sank nicht unter 80 %. Auch MP-gebundenes LP zeigte diesen Effekt. Hervorzuheben ist, dass
bei kFSL1-MP und aFSL1-MP eine Konzentration von 200 pg/10° Zellen zur héchsten
Zellviabilitat fihrte. Wurde die Partikelkonzentration weiter erhoht, kam es zu einem
Absinken dieser. Um eine Reduktion des MTT durch eine eventuell auftretende mikrobielle
Verunreinigung auszuschlieen, wurden alle MP-Formulierungen (200 png/mL entspricht
400 pg/10° Zellen) und freies FSL1 (4 ng/mL entspricht 8 ng/10° Zellen) ohne THP-1-Zellen
mit MTT versetzt. Alle Werte entsprachen der Negativkontrolle (Zellkulturmedium).

Die Abb. 3-23 zeigt den Einfluss von BSA-beladenen PLGA-MP, die mit dem
synthetischen LP BAS modifiziert wurden, auf die Produktion des proinflammatorischen
Zytokins TNFa und die Zellviabilitit von THP-1-Zellen. Verglichen wurden adsorptiv
(Abb. 3-23d, aBAS-MP) und kovalent (Abb. 3-23e, kBAS-MP) modifizierte MP sowie die
entsprechenden Kontrollen, d. h. uMP (Abb. 3-23a), freies BAS (Abb. 3-23b) und die
Mischung aus beiden (Abb. 3-23c, uMP/BAS).

Der Vergleich der einzelnen Gruppen auf einem Konzentrations-Level gegeneinander
hinsichtlich der TNFa-Ausschiittung erfolgte analog zu den oben besprochenen FSL1-MP mit
Hilfe der einfaktoriellen ANOVA. Alle Stichproben waren normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test,
p <0,05) und zeigten keine Varianzhomogenitdt innerhalb der getesteten Konzentrations-
Level (Levene-Test, p <0,001). Deshalb wurden die ANOVA nach Welch ausgewertet und

eventuelle Unterschiede zwischen den Gruppen mit Hilfe des Dunnett-T3-Tests {iberpriift.
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Abb. 3-23. TNFa-Ausschiittung (n = 6) und Zellviabilitit (MTT-Test; n = 4) von THP-1-Zellen in Abhéngigkeit
von folgenden Stimuli. - a) uMP; b) freies BAS; ¢) uMP/BAS; d) aBAS-MP; e) kBAS-MP. MW + SD.

Der Vergleich von unstimulierten Zellen, uMP (100 pg/10° Zellen), freiem BAS
(2 ng/10° Zellen), der Mischung uMP/BAS sowie adsorptiv und kovalent modifizierten BAS-
MP (100 ug/10° Zellen) ergab signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen,
F(5; 13,49) = 23,839; p <0,001. Unstimulierte Zellen waren mit 22 pg/ml TNFa signifikant
unterschiedlich zu allen anderen Gruppen (p < 0,05), auler zu uMP (28 pg/ml, p =0,976).
Freies BAS (50 pg/ml) zeigte keinen signifikanten Unterschied gegeniiber uMP/BAS
(63 pg/ml, p=0,794), aber sowohl aBAS-MP (p <0,05) als auch kBAS-MP (p <0,01)
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zeigten signifikant hohere Ausschiittungen von TNFo. Kein signifikanter Unterschied
(p =0,093) konnte zwischen aBAS-MP und uMP/BAS aufgedeckt werden, weiterhin waren
aBAS-MP (112 pg/ml) signifikant unterschiedlich zu den anderen Gruppen (p < 0,05). Die
hochste gemessene Konzentration von TNFa (246 pg/ml) innerhalb dieses Konzentrations-
Levels wurde durch kBAS-MP verursacht. Der Unterschied zu den iibrigen Gruppen war
signifikant (p < 0,05).

Der Vergleich der verschiedenen Gruppen auf dem nichsthoheren Konzentrations-Level
(MP-Konzentrationen 200 pg/10° Zellen, freies BAS 4 ng/10° Zellen) zeigte signifikante
Unterschiede, F(5; 13,69) =38,380; p <0,001. Unter den einzelnen Gruppen konnte jeweils
kein relevanter Unterschied zwischen unstimulierten Zellen und uMP (p = 0,718), freiem BAS
und uMP/BAS (p = 0,999) sowie zwischen aBAS-MP und kBAS-MP (p = 0,132) festgestellt
werden. Alle tibrigen Unterschiede waren signifikant (p < 0,05), wobei die hochste gemessene
TNFa-Konzentration (337 pg/ml) durch Stimulation mit kBAS-MP erzielt wurde. Danach
folgten aBAS-MP (171 pg/ml), freies BAS (78 pg/ml), uMP/BAS (73 pg/ml), uMP (32 pg/ml)
und unstimulierte Zellen (21 pg/ml).

Der Vergleich der Gruppen des dritthochsten Konzentrations-Levels (MP-Konzentrationen
300 pg/10° Zellen, freies BAS 8 ng/10° Zellen) zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen diesen, F(5; 13,71)=48,513; p <0,001. Unstimulierte Zellen und uMP wiesen
keinen signifikanten Unterschied zueinander auf (p = 0,506), jedoch waren sie signifikant
verschieden von den anderen Gruppen (p <0,05). Keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der TNFa-Ausschiittung wurden zwischen kBAS-MP (388 pg/ml) und aBAS-MP
(190 pg/ml, p=0,254), uMP/BAS (98 pg/ml, p =0,069) sowie zwischen kBAS-MP und
freiem BAS (95 pg/ml, p=0,066) festgestellt. Zu beachten ist zum einen die hohe
Standardabweichung der kBAS-MP von 168 pg/ml, zum anderen die um 2 ng/10° Zellen
hohere Konzentration des freien BAS gegeniiber der MP-assoziierten. Adsorptiv modifizierte
BAS-MP waren gegeniiber allen anderen Gruppen, auBler kBAS-MP, signifikant
unterschiedlich (p <0,01).

Die  Gruppen des  hochsten  Konzentrations-Levels — (MP-Konzentrationen
400 pg/10° Zellen, freies BAS 16 ng/10° Zellen) wiesen signifikante Unterschiede auf,
F(5; 13,39) = 33,018; p < 0,001. Unstimulierte Zellen waren nicht signifikant unterschiedlich
zu uMP (p=1,000), jedoch verschieden zu allen anderen Gruppen (p <0,05). Keine
signifikanten Unterschiede wiesen kBAS-MP (292 pg/ml) im Vergleich zu aBAS-MP
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(188 pg/ml, p=0,617), freiem BAS (124 pg/ml, p=0,165) und uMP/BAS (92 pg/ml,
p=0,091) auf. Die Standardabweichung fiir die durch kBAS-MP induzierten TNF a-Werte
war mit 125 pg/ml groB. Allerdings war die eingesetzte Konzentration an freiem BAS doppelt
so hoch wie die MP-gebundene. Adsorptiv modifizierte BAS-MP unterschieden sich neben
den schon besprochenen Situationen noch von uMP/BAS signifikant (p < 0,05).

Hinsichtlich der Zellviabilitit konnte bei uMP ein zytotoxischer Effekt beobachtet werden.
Dieser war ab einer MP-Konzentration von 400 pg/10° Zellen ausgepriagt (68 % der
Kontrolle). Stimulierend auf die Zellviabilitdt wirkte das LP BAS, welches die Zellviabilitit
rechnerisch auf ca. 180 % der Kontrolle erhohte. Ein Zusatz von uMP verminderte den
stimulierenden Effekt, wobei die Zellviabilitdt nicht auf Werte unter 100 % sank. Eine
zytotoxische Wirkung der BAS-MP-Formulierungen, d. h. ein Absinken der Zellviabilitét
unter 100 %, konnte erst bei MP-Konzentrationen von 400 pg/10° Zellen festgestellt werden.
Eine Verfdlschung des MTT-Tests durch eine mikrobielle Verunreinigung konnte durch
Priifung der MP-Formulierungen (1000 pg/ml entspricht 2000 pg/10° Zellen) und von freiem
BAS (1000 ng/ml entspricht 2000 ng/10° Zellen) ohne THP-1-Zellen ausgeschlossen werden,
da sie der Negativkontrolle (Zellkulturmedium) entsprachen.
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THP-1-Zellen mit
0 und ohne TLR2-
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Der in Abb. 3-24 dargestellte Versuch sollte die Wirkung der aufgenommenen kBAS-MP
auf die Ausschiittung von TNFa ndher beleuchten. Dazu wurden THP-1-Zellen mit einem

anti-TLR2-Antikorper (TLR2-AK) vor der Stimulation inkubiert und dieser auch wéhrend
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und nach der Einwirkung von BAS und kBAS-MP auf den Zellen belassen. Die durch freies
BAS (10 ng/10° Zellen) ausgeloste TNFa-Ausschiittung von 89 pg/ml konnte durch Einsatz
des TLR2-AK vollstindig gehemmt werden. Allerdings liel sich die durch kBAS-MP
(300 pg/10° Zellen entspricht 6 ng BAS/10° Zellen) ausgeloste Zytokinproduktion von
149 pg/ml durch den TLR2-AK nur auf 69 pg/ml mindern, was eine Wirkung des MP-
assoziierten BAS an intrazelluldren TLR2 nahe legt.
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Abb. 3-25. Vergleich zwischen dem TLR2/1-Agonisten bzw. triacylierten LP BAS (schwarze Quadrate) und dem
TLR2/6-Agonisten bzw. diacylierten LP FSL1 (rote Kreise). - a) geloste LP; b) Mischung LP/uMP; ¢) aLP-MP;
d) kKLP-MP. MW + SD; BAS: n=6; FSL1: n=4.

Der Vergleich von BAS und FSL1 hinsichtlich der TNFa-Ausschiittung zeigte fiir die
freien LP (Abb. 3-25a) sowie flir die Mischung aus LP und uMP (Abb. 3-25b) nur geringe
Abweichungen, wobei die Werte fiir FSL1 hohe Standardabweichungen aufwiesen. Der

Unterschied bei MP-assoziierten LP war deutlicher ausgeprigt, was sowohl fiir die adsorptiv

(Abb. 3-25¢) als auch fiir die kovalent (Abb. 3-25d) modifizierten LP-MP galt. Hier bewirkte
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der TLR2/6-Agonist FSL1 {iber den gesamten Konzentrationsbereich von
0,6-6 pmol/10° Zellen eine vielfach hohere TNFa-Sekretion als der TLR2/1-Agonist BAS.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass sowohl adsorptiv als auch kovalent mit
TLR2-Agonisten modifizierte MP eine bis zu 20fach hoéhere Ausschiittung des
proinflammatorischen Zytokins TNFa durch THP-1-Zellen bewirkten, verglichen mit freiem
Agonist alleine oder der Mischung aus freiem Agonisten und uMP. Auch konnte gezeigt
werden, dass uMP nicht zu einer signifikant erhohten Freisetzung fiihrten. Die kovalente
Modifizierung der MP zeigte gegeniiber der adsorptiven eine erhohte TNF a-Ausschiittung,
die aber nur fiir 100 pug/10° Zellen BAS-MP signifikant war (p < 0,05). Das mikropartikular
assoziierte BAS zeigte eine geringere Potenz als das mikropartikulér assoziierte FSL1. Dabei
waren aFSL1-MP verglichen mit aBAS-MP ca. 9-13fach potenter und kFSL1-MP verglichen
mit kBAS-MP ca. 7-9fach stirker wirksam.

Die Zellviabilitdt wurde durch die freien LP deutlich gegeniiber der Kontrolle erhoht,
wobei der Zusatz von uMP zu einer Hemmung der Viabilitét fiihrte. Allerdings fithrten MP-
Konzentrationen zwischen 100-300 ug/10° Zellen zu noch tolerierbaren Zellviabilitidten von
tiber ca. 80 %, wohingegen Konzentrationen von 400 pg/10° Zellen zytotoxischer waren.

Zusitzlich zu den oben besprochenen Versuchen zur TNFa-Ausschiittung, welche auf
einer Bestimmung des Zytokins im Uberstand der THP-1-Zellen mittels ELISA beruhten,
wurden ELISPOTs durchgefiihrt, die die Ausschiittung der Zytokine pro Zelle bestimmen.
Vorteil dieser Methode ist neben der erhohten Empfindlichkeit, dass die Zytokine nach der
Sekretion direkt an die Fanger-Antikorper binden kdénnen und somit vor einem Abbau im
Zelliiberstand geschiitzt sind.

Makrophagenartige THP-1-Zellen wurden hier ebenfalls fiir zwei Stunden mit den
verschiedenen Stimuli inkubiert. Nach der Stimulation wurden die Zellen in die ELISPOT-
Platten tiberfiihrt und dort fiir weitere 16 Stunden serumfrei inkubiert. Danach erfolgte die
Entwicklung der Platten. Neben TNFo wurde auch das proinflammatorische Zytokin IL6

bestimmt.
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Abb. 3-26. TNFa- und IL6-ELISPOT von THP-1-Zellen in Abhéngigkeit von folgenden Stimuli. - a) freies
FSL1; b)uMP; c¢)uMP/FSLI1; d)aFSL1-MP; e) kFSLI-MP. MW + SEM. Daten aus drei voneinander
unabhingigen Experimenten mit jeweils drei Messwiederholungen pro Experiment.

Da sich FSL1-MP hinsichtlich der TNFa-Produktion (ELISA) potenter als BAS-MP
erwiesen, wurden die ELISPOT-Versuche nur mit FSL1-MP durchgefiihrt. In Abb. 3-26
werden unstimulierte Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von freiem FSL1 (a), uMP
(b), der Mischung aus freiem FSL1 und uMP (c), aFSL1-MP (d) sowie kFSL1-MP (e)
hinsichtlich der Anzahl Zytokin-produzierender Zellen verglichen.

Bei dem Vergleich féllt die erhohte Zellzahl an TNFa-sezernierenden unstimulierten
Zellen (339 Spots/10° Zellen)  auf, wihrend wenige Zellen 1L6 ausschiitteten
(2 Spots/10° Zellen). Aufgrund dessen sind die Effekte der Stimuli auf die IL6-Produktion

deutlicher zu beobachten als der Einfluss auf die TNFa-Sezernierung.
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Die ELISPOT-Versuche bestitigen die bei der Auswertung der ELISA-Versuche
getroffenen  Aussagen. Unmodifizierte MP  zeigten fiir Konzentrationen von
50-400 pg/10° Zellen im Mittel 357 bis 430 Spots/10° Zellen, was vergleichbar mit der TNFa-
Sekretion durch unstimulierte Zellen war. Freies FSL1 oder uMP/FSL1 wiesen mit steigender
Konzentration einen moderaten Anstieg an TNFa-sezernierenden Zellen auf, der
620 Spots/10° Zellen im Mittel nicht iiberschritt. Sowohl aFSL1-MP als auch kFSL1-MP
filhrten zu einer Steigerung der Zytokin-produzierenden Zellen, die zwischen 940 und
1240 Spots/10° Zellen lag. Bei aFSL1-MP war im Vergleich mit KFSL1-MP die Anzahl der
TNFa-ausschiittenden Zellen geringer, allerdings waren diese mit einer geringeren Menge an
FSL1 assoziiert.

Hinsichtlich der IL6-Produktion durch THP-1-Zellen zeigten unstimulierte Zellen und
uMP in allen drei Konzentrationen (50, 200 und 400 pg/10° Zellen) eine vergleichbar niedrige
Ausschiittung von ein bis vier Spots pro 10° Zellen. Die Stimulation der Zellen mit steigenden
Konzentrationen an freiem FSL1 sowie der Mischung uMP/FSL1 fiihrte jeweils zu einem
Anstieg der IL6-sezernierenden Zellen, welcher 34 Spots/10° Zellen fiir die jeweils hochste
getestete Konzentration, d. h. 20 ng/10° Zellen freies FSL1 sowie 10 ng/10° Zellen freies
FSL1 plus 400 ug/10° Zellen uMP, nicht iiberstieg. Bereits in der kleinsten getesteten
Konzentration von 50 nug/10° Zellen zeigten aFSL1-MP (43 Spots/10° Zellen) und kFSL1-MP
(99 Spots/10° Zellen) einen hoheren Anteil an IL6-produzierenden Zellen. In allen drei
getesteten MP-Konzentrationen induzierten kFSL1-MP eine hohere IL6-Produktion als
aFSL1-MP. Dieser Unterschied war fiir eine MP-Konzentration von 400 pg/10° Zellen
besonders deutlich, dabei zeigten KFSL1-MP mit 295 Spots/10° Zellen eine ca. dreifach
hohere Zytokin-Ausschiittung als aFSL1-MP und eine neunfach hohere als die hochste
getestete Konzentration von freiem FSL1 und von uMP/FSL1. Zu beachten ist die im
Vergleich mit aFSL1-MP ungeféhr zweifach hohere Beladung der kFSL1-MP mit FSL1.

Insgesamt bestdtigen die ELISPOT-Versuche die ELISA-Versuche und zeigen neben
TNFa auch fiir die Produktion eines weiteren proinflammatorischen Zytokins (IL6) eine
Uberlegenheit des MP-gebundenen LP FSL1 im Vergleich mit 16slichem LP oder der
Mischung aus freiem LP und uMP.
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Diskussion

Die hier eingesetzten di- und triacylierten LP zeigten eine deutliche Steigerung der
errechneten Zellviabilitdt im MTT-Test, die zum Teil das doppelte der Kontrolle erreichte. Der
Test beruht auf der Umsetzung des gelben MTT zu violetten Formazankristallen, was durch
mitochondriale Dehydrogenasen des Succinat-Tetrazolium-Reduktase-Systems katalysiert
wird (Mosmann 1983). Fotometrisch bestimmt werden die geldsten Formazankristalle bei ca.
550 nm. Da die Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, ist die Menge des
gebildeten Formazans ein Mal3 fiir die Vitalitit und Proliferation der Zellen. Die hier
festgestellte Erhohung der Zellviabilitit ist wahrscheinlich auf den mitogenen Effekt von
bakteriellen Lipoproteinen und ihren synthetischen Analoga zuriickzufiihren (Hoffman et al.
1988), der u. a. durch die Aktivierung von MAP-Kinasen vermittelt wird (Miiller ef al. 2001).
Eine Reduktion der Zellviabilitit durch LP-modifizierte PLGA-MP im Vergleich zu den
gelosten LP ist vermutlich auf die Zytotoxizitit der PLGA-MP zuriickzufiihren, die bei hohen
Dosen flir unmodifizierte PLGA-MP hier beobachtet wurde. Diese Vermutung wurde durch
die Tatsache unterstiitzt, dass auch die Mischung aus geldsten LP und unmodifizierten
PLGA-MP eine Reduktion der Zellviabilitét verglichen mit gelosten LP verursachte.

Bisher sind nur wenige Studien zu TLR2-Agonist-modifizierten partikuldren Antigen-
Tragersystemen verdffentlicht, die deren Einfluss auf humane APC untersuchen (Bal et al.
2011, Espuelas ef al. 2005, Heuking ef al. 2009, Wessinger 2010). Bei den untersuchten
Tragersystemen handelte es sich entweder um Liposomen (Bal e al. 2011, Espuelas ef al.
2005, Wessinger 2010) oder Chitosan-NP, deren mittlere Teilchendurchmesser vorwiegend im
Nanometer-Bereich lagen, wohingegen die hier verwendeten TLR2-Agonist-modifizierten
PLGA-MP im unteren Mikrometer-Bereich anzusiedeln sind. In keiner der angefiihrten
Untersuchungen konnte eine signifikante Uberlegenheit hinsichtlich der Immunstimulation
der TLR2-Agonist-modifizierten Trigersysteme im Vergleich mit geldstem Agonisten gezeigt
werden. Im Folgenden werden die diskussionsrelevanten Ergebnisse dargestellt, wobei auf
Ergebnisse von DC-Versuchen erst in 3.2.5 eingegangen wird.

Heuking et al. (2009) verwendeten als Polymer partialsynthetisches 6-O-Carboxymethyl-
N, N, N-trimethylchitosan an das der TLR2/1-Agonist Pam;Cys iiber einen PEG-Spacer (NH,-
PEG-Pam;Cys) kovalent gekoppelt wurde (CM25-TMC35-g-PEG-Pam;Cys). Das nanoparti-
kuldre Triagersystem wurde durch die Komplexierung des positiv geladenen Polymers mit

negativ geladener Plasmid-DNA im Verhéltnis 3:1 hergestellt. Die immunstimulatorische
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Wirkung wurde anhand der IL8-Ausschiittung von PMA-differenzierten, makrophagenartigen
THP-1-Zellen gemessen. Der geloste Agonist NH,-PEG-Pam;Cys (2,6 pg/ml) verursachte in
dquimolarer Menge eine ca. 4fach hohere Ausschiittung an IL8 (46,8 ng/ml) als das Polymer
CM25-TMC35-g-PEG-Pam;Cys (11,9 ng/ml). Das nanopartikuldire =~ TLR2-Agonist-
modifizierte Triagersystem bewirkte eine stdrkere IL8-Ausschiittung (19 ng/ml) als das
Polymer, die aber nicht an die des geldsten Agonisten heranreichte.

Wessinger (2010) modifizierte Liposomen mit dem TLR2/1-Agonist FSL1 und dem
TLR2/6-Agonist BAS und untersuchte deren Einfluss auf die TNFa-Ausschiittung von PMA -
differenzierten, makrophagenihnlichen THP-1-Zellen. Dabei verglich er FSL1-modifizierte
Liposomen mit gelostem FSL1, wobei die partikelgebundene Konzentration an FSL1 der
freien entsprach (100 ng/ml). Gelostes FSL1 bewirkte eine ca. 3,4fach hdhere
TNFa-Ausschiittung (465,83 pg/ml) als liposomal verkapseltes FSL1 (138,27 pg/ml).
Ebenfalls verglichen wurden gelostes BAS (10 ng/ml) und liposomal verkapseltes BAS in
10fach hoherer Konzentration (100 ng/ml). Beide Proben zeigten eine gleichartige
Ausschiittung von TNFa zwischen 104 bis 131 pg/ml. Eine Zytotoxizitit der eingesetzten
Formulierungen wurde nicht festgestellt.

Balefal. (2011) inkorporierten das Antigen OVA und den TLR2/1-Agonisten
PAM;CysSK, in kationische Liposomen und untersuchten die TLR2-Aktivierung an
CD14/TLR2-transfizierten HEK293-Zellen anhand der IL8-Ausschiittung. Liposomal
verkapseltes PAM;CysSK, musste in ca. 15fach hoherer Konzentration eingesetzt werden,
um eine mit gelostem Agonisten vergleichbare IL8-Ausschiittung zu erreichen.

Im Gegensatz zu den nanopartikuliren TLR2-Agonist-modifizierten Antigen-
Tragersystemen, zeigten die in dieser Arbeit eingesetzten mikropartikuldren TLR2-Agonist-
modifizierten Antigen-Tragersysteme eine deutlich hohere TLR2-Aktivierung im Vergleich zu
gelosten TLR2-Agonisten sowie zu der Mischung aus TLR2-Agonist und Antigen-
Tragersystem. Ein Grund hierfiir konnte eine Sedimentation der MP und damit eine hohere
Konzentration der partikelgebundenen LP an den THP-1-Zellen auf dem Plattenboden sein.
Nanopartikuldre Tragersysteme und geloste LP hingegen verteilen sich aufgrund der
Brownschen Molekularbewegung gleichmiBig im Uberstand iiber den Zellen. Zudem werden
die hier verwendeten PLGA-MP phagozytiert, wihrend nanopartikuldre Tragersysteme unter
0,5 um vorwiegend pinozytiert werden. Die intrazelluldre Prozessierung unterscheidet sich in

Abhéngigkeit von der Aufnahme wesentlich, weshalb eine unterschiedliche intrazelluldre
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»Verarbeitung® zwischen nanopartikuliren und mikropartikuldren Trégersystemen
anzunehmen ist, welche immunologisch auf die unterschiedlichen Reaktionen des
Immunsystems gegeniiber sehr kleinen Pathogenen, wie Viren, im Vergleich zu groBeren
Pathogenen, wie Bakterien, zuriickzufiihren ist (Burgdorf und Kurts 2008). So zeigten
Rettig et al. 2010, dass nanopartikuldre Partikel aus ssSRNA und Protamin unter 220 nm bei
PBMC zu einer deutlich niedrigeren TNFa-Ausschiittung fiihrten als 500 nm und 1200 nm
grof3e Partikel. Weiterhin ist TLR2 auch in Phagosomen von Makrophagen vorhanden bzw.
wird nach der Bildung der Phagosomen dorthin rekrutiert (Ozinsky etal. 2000,
Underhill er al. 1999), weshalb die phagozytierten TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP
auch nach der Internalisierung mit TLR2 interagieren konnen. Gestiitzt wird diese These
durch die hier gezeigte Aktivierung von TLR2 durch TLR2/1-Agonist-modifizierte PLGA-MP
bei gleichzeitigem Einsatz eines anti-TLR2-Antikorpers. Hingegen wurde die TLR2-
Aktivierung bei gelostem TLR2/1-Agonist durch den Antikorper vollstdndig inhibiert. Ferner
zeigten Ipetal. 2010, dass fiir eine optimale Aktivierung von TLR2 in Makrophagen
(TNFa-Ausschiittung) durch grampositive Staphylococcus aureus eine vorhergehende
Phagozytose notig ist. Im Gegensatz dazu bendtigten gramnegative Escherichia coli, welche
vorwiegend die TLR4-Agonisten LPS auf der Oberfldche tragen, und geldste TLR-Agonisten
keine Phagozytose fiir die Aktivierung. Allerdings wurde der freie TLR2-Agonist (LTA aus
S. aureus) mit 2 pg/ml in sehr hoher Konzentration eingesetzt (die maximale
Arbeitskonzentration nach InVivogen betragt 1 pg/ml) und der Gehalt bzw. die Aktivitét der
TLR2-Agonisten in S. aureus war nicht bekannt, weshalb kein direkter Vergleich zwischen
partikelgebundenen und freien TLR2-Agonisten moglich war. Nichtsdestotrotz
demonstrierten Ip et al. (2010), dass fiir die bestmdgliche TLR2-Aktivierung durch S. aureus
eine Ansduerung und Reifung der Phagosomen nétig ist, die eine Digestion der phagozytierten
Bakterien und eine Freisetzung von TLR-Agonisten bewirken sollten.

Die hier durchgefiihrten Experimente mit TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP
belegen auch fiir synthetische Antigen-Tragersysteme, dass ein Teil der TLR2-Aktivierung auf
die phagosomale Interaktion zwischen partikelgebundenen TLR2-Agonisten und intra-
zelluldren TLR2 zuriickzufiihren ist. Zudem wurde hier erstmals gezeigt, dass MP-assoziierte
TLR2/6-Agonisten (FSL1) eine deutlich hohere TLR2-Aktivierung bewirken als MP-
assoziierte TLR2/1-Agonisten (BAS), wihrend bei den gelosten Agonisten hinsichtlich der

Wirksamkeit nur ein geringer Unterschied besteht. Dies ldsst eine stirkere phagosomale
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Expression oder eine erhdhte intrazelluldre Empfindlichkeit von TLR2/6 gegeniiber TLR2/1
in makrophagenartigen THP-1-Zellen vermuten.

Aufgrund der Versuche mit THP-1-Zellen wurden fiir weiterfiihrende Experimente an
huMoDC vorwiegend mit diacylierten LP (TLR2/6-Agonisten) modifizierte PLGA-MP als
Antigen-Tragersysteme ausgewihlt, deren Nutzen in der DC-Immuntherapie im Folgenden

ndher untersucht wurde.

3.2.5 Versuche an huMoDC

Differenzierung, Reifung, TLR2-Expression und Zytokinprofil von huMoDC

Fiir die im Folgenden prisentierten Versuche wurden iDC in vitro aus Monozyten durch
Inkubation mit GM-CSF und IL4 gewonnen und der Einfluss von TLR2-Agonisten bzw.
TLR2-Agonist-modifizierten PLGA-MP auf die Reifung der iDC zu mDC untersucht, da
mDC fiir eine effektive T-Zellstimulation und immunologische Eliminierung von Tumor-
zellen benotigt werden. Bei der Differenzierung werden die rundlichen Monozyten adhdrent
und bilden Membranausstiilpungen aus, die ein Kennzeichen der erhdhten Makropinozytose-
und Phagozytoserate der iDC sind (Abb. 3-27). Nach der Reifung zu mDC wird die
Aufnahme von extrazelluldiren Bestandteilen deutlich reduziert und es bilden sich
charakteristische dendritische Auslaufer fiir die Interaktion mit T-Zellen. Zur Unterscheidung
zwischen Monozyten, iDC und mDC wurde die Expression charakteristischer Oberflichen-
marker auf den Zellen mittels FACS bestimmt (Abb. 3-27).

Aus peripherem Blut isolierte Monozyten weisen den Oberflichenmarker CD14 auf,
welcher bei der Differenzierung zu iDC deutlich herunter reguliert wird und auf mDC fast
vollstdndig verloren geht. Im Gegenzug dazu ist ein charakteristischer Marker von DC, der
Oberflichenmarker CD209 oder DC-SIGN, auf Monozyten nicht vorhanden, wird aber auf
iDC und mDC gleichermaBen exprimiert. Zur Beurteilung des Reifungszustandes der DC
wurden das kostimulatorische Molekiil CD86 und der Reifungsmarker CD83 bestimmt. CD86
wird auf Monozyten und iDC in geringem Maf3e exprimiert und ist nach der Reifung der DC
verstirkt auf der Zelloberfldche zu finden. Die kostimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
sind fiir die Bereitstellung des zweiten Signals bei der Aktivierung von T-Zellen nétig und
daher auf mDC vorhanden (siehe 1.2.3). Zudem wird bei mDC der Reifungsmarker CD83

exprimiert, wihrend er auf Monozyten und iDC fehlt.
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Abb. 3-27. Phinotypische Differenzierung von Monozyten (a) iiber iDC (b) zu mDC (c¢). Links dargestellt sind
die phasenkontrastmikroskopischen Bilder: Monozyten erscheinen rundlich und sind nicht adhirent. Die
Differenzierung mit GM-CSF/IL4 iiber 6 Tage zu iDC fiihrt zur Adhérenz, Abflachung und Ausbildung von
Membranausstiilpungen (erhohte Makropinozytose-Rate). Der Einsatz von Reifungsstimulanzien (Zytokin-
cocktail) bewirkt die Einstellung der Makropinozytose und die Bildung der charakteristischen dendritischen
Auslaufer fiir die Interaktion mit T-Zellen.

Rechts dargestellt sind die Verdnderungen von charakteristischen Oberflichenmarkern anhand von FACS-
Overlays. Gestrichelt dargestellt sind die Isotypenkontrollen, gefiillt dargestellt sind die Haufigkeitsverteilungen
und Fluoreszenzintensititen der Antikorper-markierten Zellen [Fluoreszenzmarker FITC (griin) und PE
(orange)]: Monozyten sind CD14-positiv, zeigen eine niedrige Expression des kostimulatorischen Molekiils
CD86 und exprimieren weder CD209 (DC-SIGN) noch den DC-Reifungsmarker CD83. Bei der Differenzierung
zu iDC wird CD14 herunter und CD209 herauf reguliert. Die Expression des kostimulatorischen Molekiils CD83
bleibt weiterhin niedrig und der DC-Reifungsmarker CD83 wird nicht auf der Zelloberfliche ausgebildet. Reife
DC sind CD14-negativ und exprimieren CD209, CD86 und CD83, wobei CD86 im Vergleich zu iDC deutlich
erhoht und CD209 geringfiigig erniedrigt ist.
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Gegebenenfalls wurden auch die Oberflaichenmolekiile HLA-DR und CDla bestimmt.
Das MHC-II-Molekiil HLA-DR ist mitverantwortlich fiir die Prédsentation von
Proteinantigenen an T-Zellen und stellt bei Ubereinstimmung von prisentiertem
Antigenfragment und antigenspezifischen T-Zellrezeptor das erste Signal fiir die
T-Zellaktivierung bereit (siehe 1.2.3). CD1a ist hingegen fiir die Présentation von Lipid- oder
Glykolipidantigenen an T-Zellen verantwortlich und wird bei der Reifung der DC hiufig
herunter reguliert. Changetal. zeigten 2000, dass CDIla"-mDC eine fiir die
Tumorimmuntherapie gewiinschte Ty1-Polarisation bewirkten, wéahrend CD1a-mDC eine hier
unerwiinschte Ty0/Ty2-Polarisation initiierten.

Der Oberflichenmarker CCR7 wird ebenfalls bei der Reifung vermehrt exprimiert und ist
fiir die Wanderung von DC aus der Peripherie zu den T-Zellzonen der sekundiren
lymphatischen Gewebe mitverantwortlich.

TLR2 stellt die Zielstruktur fiir die hier untersuchten TLR2-Agonist-modifizierten
PLGA-MP dar. Dieser wird bei der Differenzierung von Monozyten zu iDC nur noch
vermindert auf der Zelloberfliche und fast ausschlieBlich intrazellular exprimiert (Chua ef al.
2008; Wessinger 2010, S. 102-105). Uronen-Hansson ef al. (2004a) zeigten, dass sowohl
intrazelluldrer TLR4 als auch intrazelluldrer TLR2 in iDC vorwiegend perinukledr exprimiert
werden. Dabei befanden sich die Rezeptoren in unmittelbarer Ndhe zum Golgi-Apparat und
zum Zentrosom. Die TLR waren mit den Mikrotubuli assoziiert, was einen Transport von
TLR-haltigen Vesikeln in der Zelle nahelegte. Eine Depolymerisation der Mikrotubuli durch
Colcemid™ fiihrte ebenfalls zur Zerstorung der TLR-haltigen Vesikel und zu einer
verminderten IL12-Ausschiittung, die durch Neisseria meningitidis ausgelost wurde. Die
Phagozytose von TLR2- und TLR4-Agonist-haltigen Neisseria meningitidis war fiir eine
optimale Ausschiittung von IL12 und TNFa nétig (Uronen-Hansson et al. 2004b). Allerdings
wurde das Zellkompartiment fiir die TLR2-Agonist-TLR2-Interaktion nicht genau bestimmt.
Bei Makrophagen ist die Rekrutierung von TLR2 in Phagosomen nach der Phagozytose von
Pathogenen hingegen bereits bekannt (Ozinsky ef al. 2000, Underhill ef al. 1999). Daher
wurde eine stirkere Reifung der DC durch partikelgebundene TLR2-Agonisten, welche
intrazelluldr mit TLR2 interagieren konnen, im Vergleich zu geldsten Agonisten vermutet, was
in den folgenden Experimenten evaluiert werden sollte. Zudem sollte die intrazelluldre

Expression von TLR2, die Assoziation des TLR2/6-Agonisten FSL1-bio auf der MP-
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Oberfliche und die Aufnahme von kovalent mit FSL1-bio modifizierten PLGA-MP (kFSLI1-
bio-MP) mit Hilfe der CLSM untersucht werden.

Weiterhin sollte das Zytokinprofil der huMoDC nach Inkubation mit TLR2-Agonist-
modifizierten PLGA-MP mittels ELISPOT bestimmt werden, da u. a. Zytokine das dritte
Signal fiir die Aktivierung von T-Zellen bereitstellen und die Auspridgung der Immunantwort
beeinflussen (siche 1.2.5). Hierbei waren v.a. der Einfluss der huMoDC auf die
T-Zellpolarisation anhand des Verhéltnisses von IL12p70 zu IL10 zu ermitteln. Eine IL12-
Ausschiittung bewirkt hierbei eine Tyl-Polarisation wéhrend IL10 eine Tp2- bzw. Tree-
Polarisation vermittelt (sieche 1.2.5). Zudem wurde die TNFa-Ausschiittung gemessen, da
dieses Zytokin fiir die Entziindungsreaktion nach TLR2-Aktivierung durch Bakterien
mitverantwortlich ist und tiber die nachgeschaltete Aktivierung von CTL und die

Ausschiittung von IL6 die Ty1-Antwort unterstiitzen kann (Pasare und Medzhitov 2003).

BAS-modifizierte PLGA- MP

Der Einfluss von kBAS-MP auf iDC wurde im Vergleich zu unbehandelten Zellen
(Kontrolle, iDC), uMP (Kontroll-MP), freiem BAS in dquimolarer Konzentration zu MP-
gebundenem BAS sowie zu BAS in hoherer Konzentration (10 nM) bestimmt. Nach einer
sechsstliindigen Primédrstimulation erfolgte ggf. eine Sekundérstimulation der Zellen mit

LPS R60 und IFNy, um die Reifungsfahigkeit zu tiberpriifen.
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Abb. 3-28. Prozentualer Anteil an
vitalen huMoDC (bezogen auf die
Gesamtzellzahl) nach Primérstimu-
lation mit BAS (dquimolar: 1,2 ng/ml),
Kontroll-MP (50 pg/ml), kBAS-MP
(50 pg/ml)  oder BAS (10 nM:
28 ng/ml). Nach sechs Stunden
Primérstimulation erfolgte entweder
keine (hellgrau, gestreift) oder eine
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Keiner der Versuchsansidtze zeigte eine ausgepridgte Zytotoxizitit oder einen
stimulierenden Einfluss auf die Zellviabilitit (Abb. 3-28), wie er im ersten Fall fiir hohe uMP-
Konzentrationen und im zweiten Fall fiir LP bei THP-1-Zellen zu beobachten war (vergleiche
3.2.4).

Die Phinotypisierung der Zellen zeigte, dass eine Differenzierung von Monozyten zu
huMoDC erfolgt war, da CDI14 bei allen Versuchsansidtzen deutlich erniedrigt war
(Abb. 3-29a) und CD209 in hohem Malle exprimiert wurde (Abb. 3-29b). Eine
Riickdifferenzierung der Zellen nach der Behandlung mit BAS-haltigen Formulierungen
sowie mit uMP konnte somit ausgeschlossen werden. Nach der Primérstimulation zeigten
kBAS-MP (7,0 %) und in hoher Konzentration eingesetztes BAS (7,5 %) eine ca. halb so
grof3e Expression von CD14 wie unbehandelte iDC (16,8 %), wahrend fiir &quimolares BAS
(14,8 %) und uMP (12,2 %) der Unterschied niedriger ausfiel. Die geringe Expression von
CD14 auf huMoDC wurde durch die Sekundarstimulation mit LPS R60 und IFNy nochmals
in allen Versuchsansétzen erniedrigt (< 1 %).

Die Reifung der iDC zu mDC wurde anhand der Expression des kostimulatorischen
Molekiils CD86 (Abb. 3-29¢) und des Reifungsmarkers CD83 (Abb. 3-29d) beurteilt. CD86
wurde in allen Versuchsansitzen nach der Primérstimulation in geringem Mal3e exprimiert
(<10 %). Mikropartikuldre Formulierungen zeigten dabei eine mit unbehandelten Zellen
(3,8 %) vergleichbare Expression. Hingegen zeigten &dquimolares (7,0 %) und in hoher
Konzentration eingesetztes gelostes BAS (8,5 %) eine ca. doppelt so hohe CD86-Expression
wie die Kontrolle. Durch die Sekundérstimulation mit LPS R60 und IFNy wurde in allen
Versuchsansdtzen die Auspragung von CD86 deutlich auf Werte zwischen 55-70 % erhoht.
Die behandelten Zellen besaBen also die Féhigkeit zur vermehrten Expression des
kostimulatorischen Molekiils. Dies konnte aber durch die eingesetzten LP-haltigen

Formulierungen nicht bzw. nur ungeniigend erreicht werden.
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Abb. 3-29. Expression charakteristischer Marker von huMoDC nach Primérstimulation mit BAS (dquimolar:
1,2 ng/ml), Kontroll-MP (50 pg/ml), kBAS-MP (50 pg/ml) oder BAS (10 nM: 28 ng/ml). Nach sechs Stunden
Primérstimulation erfolgte entweder keine (hellgrau, gestreift) oder eine Sekundérstimulation mit LPS R60 und
IFNy (dunkelgrau). - a) CD14; b) CD209; ¢) CD86; d) CD83; ) CDla.
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Die CD83-Expression war in allen Versuchsansétzen nach der Primédrstimulation ebenfalls
gering (<2 %). Die Sekundirstimulation fiihrte zu einem Anstieg der Expression auf
23-51 %. Dabei zeigten mit LPS R60 und IFNy behandelte iDC den geringsten Anstieg
(23 %), was eine niedrige Reifungsfdhigkeit der iDC vermuten ldsst. Gelostes BAS in
dquimolarer (51 %) und hoher Konzentration (42 %) zeigten im Vergleich zu Kontroll-MP
(39 %) und kBAS-MP (30 %) eine hohere CD83-Expression nach Sekundirstimulation. Die
Primérstimulation mit geldsten LP fithrte somit zu einem hoheren Reifungsgrad nach der
Sekundérstimulation.

CDla wurde gleichermaflen in allen Versuchsansitzen exprimiert (30-40 %, Abb. 3-29¢)
und durch die Sekundérstimulation lediglich bei kBAS-MP und gelostem BAS (10 nM) um
ca. 15% gesenkt, wihrend bei allen anderen Ansdtzen die Reduktion niedriger ausfiel
(Senkung um 2-7 %).

Insgesamt zeigten die mit BAS durchgefiihrten Versuche an huMoDC keine Uberlegenheit
des mikropartikuldr gebundenen Agonisten gegeniiber der gelosten Form. BAS alleine war in
keiner Formulierung in der Lage eine Reifung der iDC zu mDC zu bewirken. Die
Differenzierung von Monozyten zu huMoDC blieb durch die Behandlung mit LP-haltigen
Formulierungen erhalten und diese zeigten, ebenso wie uMP, keine zytotoxischen
Eigenschaften. Die Reifungsfihigkeit der iDC wurde durch die eingesetzten Formulierungen
nicht beeintrachtigt. Mit gelostem BAS behandelte iDC wiesen einen hoheren Reifungsgrad

als unbehandelte Zellen nach der Sekundérstimulation auf.

FSL2-modifizierte PLGA- MP

FSL2 ist ein diacyliertes LP und ein Agonist an TLR2/6. Da in Versuchen mit THP-1-
Zellen MP-assoziiertes FSL1 deutlich potenter als MP-assoziiertes BAS war (vergleiche
3.2.4), sollte v. a. der Einfluss von diacylierten LP auf huMoDC untersucht werden. Hierfiir
wurden kovalent mit FSL2 modifizierte PLGA-MP (kFSL2-MP) mit unbehandelten Zellen
(Kontrolle, iDC), uMP (Kontroll-MP), freiem FSL2 in dquimolarer Konzentration zu MP-
assoziiertem FSL2 und einem Zytokincocktail, der eine Reifung von iDC zu mDC bewirkte,
verglichen. Gegebenenfalls erfolgte nach der Primérstimulation eine Sekundirstimulation mit
LPS R60 und IFNy, um die Reifungsfihigkeit und die Induktion einer Zytokinausschiittung

zu tiberpriifen.
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Alle untersuchten Formulierungen waren nicht zytotoxisch (Abb. 3-30). Dabei war es
unerheblich, ob nur eine Primér- oder auch einer Sekundérstimulation erfolgte.

Die Phénotypisierung der behandelten Zellen zeigte eine deutliche Expression von CD209
(=89 %) in allen Versuchsansitzen, die auch nach der Sekundirstimulation erhalten blieb
(Abb. 3-31a). Somit konnte eine Entdifferenzierung der huMoDC durch die Behandlung mit
LP, uMP oder durch eine zusétzliche Reifungsstimulation mit LPS R60 und IFNy
ausgeschlossen werden. Der Oberflichenmarker CD1a (Abb. 3-31b) wurde ebenfalls bei allen
Versuchsansdtzen von den DC exprimiert (43-50 %). Der Abfall durch die nachtrigliche
Reifung mit LPS R60 und IFNy war vernachldssigbar gering.

/7] ohne Sekundirstimulation
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Abb. 3-30. Prozentualer Anteil an
vitalen huMoDC (bezogen auf die
Gesamtzellzahl) nach Primérstimu-
lation mit FSL2 (2,47 ng/ml),
Kontroll-MP (100 pg/ml), kFSL2-MP
(100 pg/ml) oder einem Zytokin-
cocktail (Jonuleit + [FNy). Nach sechs
Stunden Primérstimulation erfolgte
entweder keine (hellgrau, gestreift)
oder eine Sekundirstimulation mit
LPSR60 und IFNy (dunkelgrau).
, , , . Dargestellt ist jeweils ein représen-
Kontrolle FSL2 Kontroll-MP  kFSL2-MP Zytokincocktail tatives Ergebnis aus zwei Versuchen.
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Die Expression des Reifungsmarkers CD83 (Abb. 3-31¢) war bei allen mikropartikuldren
und FSL2-haltigen Formulierungen sehr gering (<2 %). Hierbei zeigten kFSL2-MP (1,9 %)
eine ca. zweifach hohere Expression verglichen mit unbehandelten Zellen (1,1 %). Die durch
einen Zytokincocktail gereiften DC (Positiv-Kontrolle) exprimierten zu ca. 57 % CDS83. Eine
Reifung der iDC zu mDC durch gelostes FSL2 und kFSL2-MP erfolgte nicht. Die
Reifungsfahigkeit der behandelten Zellen blieb erhalten, da durch die Sekundérstimulation in
allen untersuchten Versuchsansidtzen 75-82 % der DC CD83 exprimierten, wobei kein
wesentlicher Unterschied zwischen FSL2-haltigen Ansédtzen und unbehandelten sowie mit

Kontroll-MP behandelten Zellen gefunden wurde.
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Abb. 3-31. Expression charakteristischer Marker von huMoDC nach Primérstimulation mit FSL2 (2,47 ng/ml),

Kontroll-MP (100 pg/ml), kFSL2-MP (100 pug/ml) oder einem Zytokincocktail (Jonuleit + IFNy). Nach sechs
Stunden Primérstimulation erfolgte entweder keine (hellgrau, gestreift) oder eine Sekundirstimulation mit

LPS R60 und IFNy (dunkelgrau). Dargestellt ist jeweils ein représentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. -

a) CD209; b) CD1a; ¢) CD83; d) CD&6; e) intrazelluldrer TLR2; f) CCR7.
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Eine Expression des kostimulatorischen Molekiils CD86 (Abb. 3-31d) erfolgte in allen
Versuchsansdtzen, wobei unbehandelte sowie mit gelostem FSL2, Kontroll-MP und
kFSL2-MP behandelte Zellen nur ca. 22-28 % CD86"-DC aufwiesen, wihrend die Positiv-
Kontrolle (Zytokincocktail) ca. 99 % CD86"-DC zeigte. Durch eine Sekundérstimulation mit
LPS R60 und IFNy war aber in Zellen mit niedriger CD86-Expression eine hohe Expression
von 86-94 % auslosbar.

Da sowohl BAS-haltige als auch FSL2-haltige Formulierungen eine ungeniigende Reifung
von iDC zu mDC bewirkten, sollte die Zielstruktur TLR2 in den DC vor und nach der
Reifung bestimmt werden (Abb. 3-31e). Dabei zeigten alle Zellen eine intrazelluldre
Expression des TLR2 von iiber 82 % unabhédngig vom Reifungsgrad oder den eingesetzten
Formulierungen. Somit war TLR2 in den Zellen vorhanden und konnte als Ursache fiir die
ungeniigende Reifung ausgeschlossen werden.

Die Expression des Chemokin-Rezeptors CCR7 (Abb. 3-31f), welcher bei der Reifung
herauf reguliert wird, lag sowohl bei unbehandelten Zellen als auch mit Kontroll-MP,
gelostem FSL2 und kFSL2-MP behandelten Zellen unter 5 %. Hingegen zeigte die Positiv-
Kontrolle (Zytokincocktail) ca. 36 % CCR7'-DC. Die CCR7-Expression war durch eine

Sekundérstimulation induzierbar und lag dann zwischen 45 und 60 %.

a) ohne Sekundirstimulation b) ohne Sekundirstimulation
2000 [ -+ LPS R60/IFNy 1200+ [ + LPS R60/IFNy
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Abb. 3-32. Zytokinprofil von huMoDC nach Primérstimulation mit FSL2 (2,47 ng/ml), Kontroll-MP
(100 pg/ml), kFSL2-MP (100 pg/ml) oder einem Zytokincocktail (Jonuleit + IFNy). Nach sechs Stunden
Primérstimulation erfolgte entweder keine (hellgrau, gestreift) oder eine Sekundirstimulation mit LPS R60 und
IFNy (dunkelgrau). Dargestellt ist jeweils ein repridsentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. - a) IL12p70;
b) IL10.

Da die DC nach der Inkubation mit FSL2-haltigen Formulierungen ihre Reifungsfahigkeit

behielten und somit eine Sekundérstimulation zu den fiir die Immuntherapie gewliinschten
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mDC fiihrte, sollte im Folgenden der Einfluss der Formulierungen auf das Zytokinprofil der
DC vor und nach der Sekundérstimulation untersucht werden (Abb. 3-32).

Hierbei zeigten alle Versuchsansidtze ohne Sekundirstimulation eine niedrige
IL12-Produktion von unter 30 Spots/10* Zellen (Abb. 3-32a). Die IL12-Ausschiittung blieb
durch LPS R60/IFNy induzierbar, wobei Ansitze mit gelostem FSL2 (1436 Spots/10* Zellen),
Kontroll-MP (1452 Spots/10* Zellen) und kFSL2-MP (757 Spots/10* Zellen) eine im
Vergleich zu unbehandelten Zellen (1860 Spots/10* Zellen) verminderte IL12-Produktion
zeigten. Dieser Effekt war fiir kFSL2-MP am ausgeprigtesten und flihrte zu einer um das
2,5fache erniedrigten IL12-Produktion.

Die IL10-Produktion wurde durch Kontroll-MP, Zytokincocktail, gelostes FSL2 und
kFSL2-MP im Vergleich zu unbehandelten Zellen gesenkt (Abb. 3-32b). Dabei zeigten FSL2-
haltige Formulierungen die stirkste Hemmung der IL10-Ausschiittung. Gelostes FSL2
verminderte diese um das ca. 5,5fache und kFSL2-MP um das 6,7fache. Durch die
Sekundérstimulation nahm die IL10-Ausschiittung zu, der hemmende Effekt der FSL2-
haltigen Formulierungen blieb aber erhalten. In Abb. 3-33 dargestellt ist die IL10-Produktion
von DC nach Sekundéirstimulation im ELISPOT mit LPS R60/IFNy in Abhédngigkeit von der
Kontroll- und kFSL2-MP-Konzentration. Hier zeigten kFSL2-MP mit ansteigender
Konzentration von 3,3-100 pg/ml eine zunehmende Hemmung der IL10-Ausschiittung,
wiahrend Kontroll-MP eine vergleichsweise geringere IL10-Hemmung zeigten, die nicht

konzentrationsabhédngig war.
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Abb. 3-33. Hemmung der LPS-
1000 induzierten  IL10-Produktion  von
huMoDC durch kFSL2-MP (rote
Kreise) im Vergleich zu Kontroll-MP
(schwarze Quadrate). Nach der
o N i LI "llo T T T T "i(l)o Primérstimulation mit MP erfolgte im
’ ELISPOT eine Sekundérstimulation
MP-Konzentration (ug/ml) mit LPS R60/IFNy.
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Das Zytokinprofil der primérstimulierten DC wurde ebenfalls nach einer
Sekundirstimulation mit IFNy im ELISPOT bestimmt (Abb. 3-34). Hierbei fehlt der
reifungstimulierende Effekt des LPS und es wird nur das Potenzial der behandelten DC zur
Zytokinausschiittung nach IFNy-Stimulation erhalten. Die Ausschiittung von IFNy kann
in vivo z. B. durch aktivierte Ty1-Zellen erfolgen. Dadurch kann die Zytokinausschiittung von
DC gefordert werden. In den hier durchgefiihrten Versuchen sollte evaluiert werden, ob die
DC nach der Primérstimulation noch in der Lage sind Zytokine, v. a. IL.12, auszuschiitten oder
ob die Zytokinausschiittung nicht mehr induzierbar ist (,,Paralyse®, vergleiche 1.2.5).

a)

ohne Sekundirstimulation b)
120+ [ + IFNy (ELISPOT)
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IL10-produzierende DC (Spots 5 x 10 Zellen)

c) ohne Sekundirstimulation
54 [ + IFNy (ELISPOT)

IL12/IL10-Verhiltnis

Abb. 3-34. Zytokinprofil von huMoDC nach Primérstimulation mit FSL2 (2,47 ng/ml), Kontroll-MP
(100 pg/ml), kKFSL2-MP (100 ng/ml) oder einem Zytokincocktail (Jonuleit + I[FNy). Nach der Priméarstimulation
erfolgte im ELISPOT entweder keine (hellgrau, gestreift) oder eine Sekundérstimulation mit IFNy (dunkelgrau).
Dargestellt ist jeweils ein reprdsentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. - a)IL12p70; b)ILI10;
¢) IL12/IL10-Verhéltnis.

158



Ergebnisse und Diskussion

Die Ausschiittung von IL12 blieb durch die Sekundérstimulation mit IFNy induzierbar
(Abb. 3-34a). Allerdings sprachen mit Kontroll-MP und FSL2-haltigen Formulierungen
behandelte DC weniger stark als unbehandelte oder mit einem Zytokincocktail behandelte
Zellen auf die [FNy-Stimulation an. Besonders ausgepragt war der Effekt fiir Kontroll-MP, die
eine ca. 3,4fach niedrigere IL12-Ausschiittung zeigten als die unbehandelte Kontrolle. Die
IL10-Produktion wurde durch die IFNy-Stimulation in allen Versuchsansédtzen gehemmt
(Abb. 3-34b), wobei die vorher beobachtete Hemmung der IL10-Produktion durch FSL2-
haltige Formulierungen auch nach der IFNy-Stimulation vorhanden war. Das
IL12/IL10-Verhéltnis (Abb. 3-34c) war somit fiir gelostes FSL2 (4,3) aufgrund der effektiven
IL10-Hemmung am hochsten und betrug ca. das dreifache der Kontrolle (1,4). Mit einem
Zytokincocktail und kFSL2-MP behandelte Zellen zeigten nach der IFNy-Stimulation ein
analoges IL12/IL10-Verhiltnis von 2,4. Kontroll-MP (1,6) waren vergleichbar mit
unbehandelten Zellen.

Zusammengefasst konnte in den hier durchgefiihrten Versuchen mit huMoDC keine
Uberlegenheit von MP-assoziiertem FSL2 gegeniiber der geldsten Form gefunden werden.
Formulierungen mit FSL2 fiihrten nicht zur Reifung von iDC und zeigten dementsprechend
keine Unterschiede zu Formulierungen mit BAS. In unbehandelten sowie in behandelten
Zellen wurde die intrazelluldre Expression von TLR2 nachgewiesen, weshalb die
ungeniigende Wirksamkeit der LP nicht auf ein Fehlen des Zielrezeptors zuriickzufiihren war.
Die Reifungsfahigkeit der primarstimulierten DC blieb erhalten und eine Reifung zu mDC
konnte durch die Sekundirstimulation mit LPS R60 und IFNy erreicht werden. Die
Untersuchung des Zytokinprofils nach der Sekundirstimulation ergab eine verminderte
Ausschiittung von IL12 gegeniiber der Negativ- und Positiv-Kontrolle bei Einsatz von FSL2-
haltigen Formulierungen, wobei Kontroll-MP eine vergleichbar niedrige Sekretion zeigten.
Fiir die IL10-Ausschiittung wurde eine Hemmung durch geldstes und partikelgebundenes
FSL2 nachgewiesen, die auch bei einer Sekundarstimulation mit LPS R60/IFNy erhalten
blieb. Die mit FSL2-haltigen Formulierungen behandelten DC zeigten auch nach alleiniger
Stimulation mit IFNy die Fahigkeit zur IL12-Ausschiittung, d.h. eine ,Paralyse” oder
»Auszehrung der Zellen konnte nicht festgestellt werde. In Zusammenhang mit der
Hemmung der IL10-Sekretion zeigten mit FSL2-haltigen Formulierungen behandelte Zellen
ein Tyl-polarisierendes Zytokinprofil (IL12/IL10-Verhéltnis), das fiir gelostes FSL2 am

ausgepragtesten war.
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FSLI1-modifizierte PLGA- MP — CLSM-Untersuchungen

Da sowohl tri- als auch diacylierte LP unabhidngig von der Formulierung zu keiner
Reifung von iDC gefiihrt hatten, sollte in den nachfolgenden Versuchen mit gelostem FSL1-
bio und FSL1-bio-modifizierten PLGA-MP die Aufnahme des LP und die Expression des
TLR2 in Monozyten, iDC und mDC mit Hilfe der CLSM untersucht werden. Dazu wurden
die Zellen zunichst mit gelostem FSL1-bio oder kFSL1-bio-MP inkubiert, dann fixiert,
permeabilisiert und geblockt. Danach wurde das FSL1-bio durch Streptavidin-Atto 590 (SAV-
Atto 590) fluoreszenzmarkiert (rot dargestellt) und die Zellen mit einem Primérantikorper
gegen TLR2 inkubiert, der mit einem Alexa Fluor® 488-gelabeltem Sekundérantikorper
(Alexa 488-SA, griin dargestellt) fluoreszenzmarkiert wurde, um die Expression des
Rezeptors im Vergleich zum LP zu zeigen.

In Abb. 3-35 dargestellt sind Monozyten, wobei Abb. 3-35a die Kontrollfdrbung ohne
FSL1-bio und Primirantikorper zeigt. Der Zellkern wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI gefarbt (blau dargestellt). Die unspezifische Bindung von SAV-Atto 590 und
Alexa 488-SA war gering. Die Monozyten in Abb. 3-35b wurden mit gelostem FSL1-bio
inkubiert. Eine Aufnahme des LP in die Zelle ist anhand der diffusen Rotfirbung um den
Zellkern herum sichtbar, wihrend die TLR2 vorwiegend auf der Zelloberfliche lokalisiert
sind.

Die Inkubation der Monozyten mit kFSL1-bio-MP (Abb. 3-35c¢) fiihrte zur Konzentration
der MP in der Néhe des Zellkerns. Auf den kFSL1-bio-MP sind stirker konzentrierte Bereiche
mit FSL1-bio anhand der hohen Fluoreszenzintensitit von SAV-Atto 590 sowie eine diffuse
Oberflachenlokalisierung des LP zu erkennen. Da die Emissionen des fluoreszenzmarkierten
FITC-BSA (Aem~ 518 nm) und des Alexa 488-SA (Aem ~ 519 nm) sehr nahe beieinander
liegen, erfolgte keine eindeutige Zuordnung der griin dargestellten Fluoreszenz zur
Lokalisation des TLR2 oder des FITC-BSA, wobei die griine Fluoreszenz innerhalb der
Partikel wohl hauptséchlich FITC-BSA zuzuordnen ist. Da aber die Proteinverteilung in den
FITC-BSA-beladenen PLGA-MP heterogen ist (vgl. 3.1.4), konnen Punkte mit hoher
Fluoreszenzintensitdt nicht eindeutig als TLR2 identifiziert werden. Jedoch wurde die

Lokalisation des TLR2 bereits in den MP-freien Darstellungen gezeigt.
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a) b)

¢)

Abb. 3-35. CLSM-Overlays von Monozyten mit blau dargestelltem Zellkern (Fluoreszenz-Farbstoff DAPI) und
weiteren Fluoreszenz-Farbungen. - a) Kontrollférbung: Alexa 488-SA (griin), SAV-Atto 590 (rot); b) TLR2 in
griin (primérer anti-TLR2-Antikdrper und Alexa 488-SA), TLR2/6-Ligand FSL1-bio in rot (gefarbt mit SAV-
Atto 590); ¢) FITC-BSA beladene kFSL1-bio-MP: FITC-BSA in griin, partikelgebundenes FSL1-bio in rot
(gefarbt mit SAV-Atto 590).

In Abb. 3-36a sind mit gelostem FSL1-bio inkubierte iDC dargestellt. Das geloste FSL1-
bio hat sich gleichmifig in der Zelle verteilt, wihrend die TLR2 vorwiegend in der Nihe des
Zellkerns lokalisiert sind. Einige der Rezeptoren sind nahe der Oberfliche der iDC und im
Zytoplasma zu finden. Die Expression der TLR2 war im Vergleich zu Monozyten verringert.
Eine verstarkte Akkumulation des LP an bestimmten Punkten in unmittelbarer Nidhe zu den
TLR2, wie bei einer Interaktion in Zellkompartimenten, beispielsweise Phagosomen oder

Endosomen, zu erwarten gewesen wére, wurde hier nicht beobachtet. Gleichwohl konnte eine
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Zerstorung der Kompartimente durch das Formalin-haltige Fixierungsreagenz und die

Permeabilisierungsldsung nicht génzlich ausgeschlossen werden (Pichon et al. 1999).
a) . b) .
C) . d) .

Abb. 3-36. CLSM-Overlays mit blau dargestelltem Zellkern, rot dargestelltem Liganden FSLI1-bio (vorherige
Inkubation in geloster Form und MP-assoziiert), griin dargestelltem TLR2, ebenfalls griin dargestelltem FITC-
BSA (mikropartikuldr verkapselt). - a) iDC ohne kFSL1-bio-MP, b) iDC mit kFSLI1-bio-MP; ¢) mDC ohne
kFSL1-bio-MP; d) mDC mit kFSL1-bio-MP.

Die Inkubation von iDC mit kFSL1-bio-MP fiihrte zu einer perinukledren Konzentrierung
der MP (Abb. 3-36b). FSL1-bio war hauptsichlich auf der Oberflache der MP assoziiert, was
an der rot dargestellten Fluoreszenz erkennbar ist. Das von den MP abgeldste FSL1-bio war
gleichmiBig im Zytoplasma verteilt.

In Abb. 3-36¢ dargestellt sind mDC, die mit FSL1-bio inkubiert wurden. FSL1-bio war
gleichmdfig im Zytoplasma verteilt und TLR2 vorwiegend in der Néhe des Zellkerns und

teilweise im Zytoplasma zu finden. TLR2 war nicht mehr nahe der Zelloberflache vorhanden,
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wie dies partiell bei iDC der Fall war. Durch die intrazelluldre Verteilung von FSL1-bio und
TLR2 sollte eine Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor mdglich sein. Auch kFSL1-bio-
MP wurden in den mDC nahe des Zellkerns gefunden (Abb. 3-36d). Abgelostes FSL1-bio
verteilte sich auch hier im Zytoplasma, wenngleich eine geringere Verteilung im Vergleich zu
gelostem FSL1-bio stattfand.

Generell zeigten die CLSM-Aufnahmen, dass TLR2 in Monozyten, iDC und mDC
vorhanden sind, wobei diese in Monozyten v. a. auf der Zelloberflache befindlich sind und bei
der Differenzierung in iDC vorwiegend intrazelluldr exprimiert werden. Reife DC zeigten
praktisch keine Oberfldchenlokalisation von TLR2 mehr. Bei iDC und mDC wurde
tendenziell eine kernnahe Expression der TLR2 beobachtet, obgleich TLR2 auch
zytoplasmatisch zu finden war. Die Inkubation mit gelostem FSL1-bio fithrte zur Aufnahme
des LP in Monozyten, iDC und mDC sowie zu einer gleichmifBigen Verteilung desselben im
Zytoplasma. Eine Anreicherung in bestimmten Zellkompartimenten wurde nicht beobachtet,
wobei eine Zerstérung der Kompartimente durch Fixierung und Permeabilisierung nicht
ausgeschlossen werden konnte. Monozyten, iDC und mDC, die mit kFSL1-bio-MP behandelt
wurden, zeigten eine Lokalisation der MP in der Ndhe des Zellkerns. Das FSLI1-bio war
hauptsédchlich auf der Oberfliche der MP assoziiert, wobei ein Teil des LP auch abgelost im
Zytoplasma gefunden wurde. FITC-BSA war v. a. in den MP lokalisiert. Somit transportierten
kFSL1-bio-MP sowohl den TLR2-Agonisten als auch das Modell-Antigen FITC-BSA
zusammen in die Zellen, wo aufgrund der TLR2-Lokalisierung eine Interaktion zwischen

TLR2 und seinem Liganden prinzipiell moglich sein sollte.

FSLI-modifizierte PLGA- MP — Aufnahme, Reifung und Zytokinprofil

In den folgenden Versuchen sollte der Einfluss des im Vergleich zu FSL2 potenteren LP
FSL1 auf huMoDC untersucht werden. Dabei wurden neben kFSL1-MP auch aFSL1-MP
eingesetzt und die Aufnahme der MP in Zusammenhang mit der Reifung analysiert. Fiir das
Zytokinprofil der huMoDC wurde neben IL12 und IL10 auch TNFa bestimmit.

Die Vitalitit der mit FSL1-haltigen Formulierungen behandelten Zellen war ca. 10 %
hoher als die Vitalitit von unbehandelten Zellen (Kontrolle) oder mit Kontroll-MP
behandelten huMoDC (Abb. 3-37). Ein wesentlicher Unterschied hinsichtlich der Vitalitét

zwischen adsorptiv oder kovalent MP-assoziiertem FSL1 sowie gelostem FSL1 in einer der
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MP-assoziierten Menge entsprechenden Konzentration (dquimolar, 2 nM) oder einer héheren
Konzentration (5 nM) bestand nicht.
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In Abb. 3-38 dargestellt ist auf der linken Seite die Aufnahme von mikropartikuldren
Formulierungen in huMoDC anhand der FITC-Fluoreszenz gegeniiber der Seitwirtsstreuung
(MaB fiir die Zellgranularitit). Eine Aufnahme der FITC-BSA-beladenen MP hatte eine
Zunahme der FITC-Fluoreszenz und der Zellgranularitit zur Folge, wobei Kontroll-MP,
aFSL1-MP und kFSL1-MP (nicht dargestellt) eine vergleichbare Aufnahme von ca. 85 %
aufwiesen. Unbehandelte Zellen, gelostes FSL1 [5 nM (nicht dargestellt) und dquimolar] und
als Reifungskontrolle eingesetztes SMPLA zeigten erwartungsgemdl keine erhohte FITC-
Fluoreszenz. Auf der rechten Seite dargestellt ist die Reifung der huMoDC als Expression des
kostimulatorischen Molekiils CD86 gegeniiber dem Reifungsmarker CD83. Hierbei zeigten
unbehandelte Zellen (4,57 %) und Kontroll-MP (1,44 %) keine Reifung. Geldstes FSL1 in
dquimolarer (7,03 %) und hoherer Konzentration (5,15 %, nicht dargestellt) wiesen eine
leichte ,,Anreifung™ auf, die bei aFSL1-MP (8,49 %) und kFSL1-MP (11,23 %, nicht
dargestellt) deutlicher ausgeprdagt war. Nichtsdestotrotz konnte durch FSL1-haltige
Formulierungen keine vollstindige Reifung erzielt werden, wie sie beispielsweise durch

Einsatz von SsMPLA (93,31 %) erhalten wurde.
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Abb. 3-38. DotPlots von unbehandelten huMoDC sowie nach Inkubation mit FSL1 (dquimolar, 3,35 ng/ml),
Kontroll-MP (100 pg/ml), aFSL1-MP (100 pg/ml) und sMPLA (Positivkontrolle, 100 ng/ml). Links dargestellt
ist die MP-Aufnahme in huMoDC anhand der FITC-Fluoreszenz der Zellen (x-Achse, FL1-Height) in
Abhédngigkeit von ihren Seitwértsstreuungscharakteristika (y-Achse, SSC-Height). Rechts dargestellt ist der
Reifungszustand der huMoDC als Expression des kostimulatorischen Molekiils CD86 (x-Achse, CD86 PE) in
Zusammenhang mit der Expression des Reifungsmarkers CD83 (y-Achse, CD83 Pc5). Dargestellt ist ein
représentatives Ergebnis aus zwei gleichartigen Experimenten.
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Das Zytokinprofil der huMoDC wurde von unbehandelten Zellen (Kontrolle) und nach der
Priméarstimulation mit FSL1 (5 nM), Kontroll-MP, aFSL1-MP, kFSL1-MP und sMPLA
(57 nM) bestimmt (Abb. 3-39). Durch Sekundirstimulation mit IFNy alleine oder in
Kombination mit LPS R60 wurde die Induktion einer Zytokinsekretion iiberpriift.
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Abb. 3-39. Zytokinprofil von huMoDC nach Primérstimulation mit FSL1 (5 nM), Kontroll-MP (100 pg/ml),
aFSL1-MP (100 pg/ml), kFSL1-MP (100 pg/ml) oder sMPLA (57 nM). Nach der Primérstimulation erfolgte im
ELISPOT entweder keine (hellgrau, gestreift) oder eine Sekundéirstimulation mit IFNy (grau, kariert) bzw. mit

LPS R60 und IFNy (dunkelgrau). Dargestellt ist jeweils ein représentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. -
a) IL12p70; b) IL10; ¢) TNFa.

Unbehandelte und mit Kontroll-MP oder FSL1-haltigen Formulierungen priméarstimulierte
huMoDC  zeigten eine Produktion des Tyl-polarisierenden IL12 von unter
15 Spots/5 x 10* Zellen, wobei kKFSL1-MP mit 14 Spots/5 x 10* Zellen im Vergleich zur

Kontrolle eine vierfach hohere IL12-Sekretion bewirkten (Abb. 3-39a). Mit sMPLA

behandelte Zellen zeigten eine im Vergleich zur Kontrolle ca. 350fach hohere Ausschiittung.
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Durch Sekundérstimulation mit IFNy konnte in allen Versuchsansitzen eine Steigerung der
IL12-Produktion erreicht werden. Wurde zusétzlich LPS R60 eingesetzt, steigerte sich diese
nochmals deutlich. Dennoch zeigten Zellen, die mit FSL1-haltigen Formulierungen oder
Kontroll-MP behandelt wurden, eine um 28-64 % geringere Sekretion von IL12 als die
Kontrolle. Besonders ausgepriagt war die IL12-Hemmung fiir geldstes FSL1 nach
Sekundirstimulation mit LPS R60/IFNy (208 Spots/5 x 10* Zellen), wihrend Kontroll-MP
(486 Spots/5 x 10* Zellen) die geringste Hemmung verglichen mit unbehandelten Zellen
(750 Spots/5 x 10* Zellen) auslosten. Der TLR4-Agonist SMPLA zeigte von allen Versuchs-
ansétzen die hochste IL12-Ausschiittung unabhéngig von der Sekundirstimulation.

Die IL10-Ausschiittung konnte durch Primérstimulation mit Kontroll-MP, FSL1-haltigen
Formulierungen und sMPLA gehemmt werden, ausgenommen kFSLI1-MP, welche keine
Hemmung zeigten (Abb. 3-39b). Hierbei halbierten gelostes FSL1 und aFSL1-MP die
IL10-Produktion im Vergleich zur Kontrolle. Durch Sekundérstimulation mit IFNy wurde die
IL10-Sekretion in allen Versuchsansitzen, auller den mit sMPLA behandelten Zellen,
nochmals vermindert. Die LPS-induzierte IL10-Produktion konnte durch alle FSL1-haltigen
Formulierungen gehemmt werden. Im Vergleich zur Kontrolle reduzierten gelostes FSL1 und
aFSL1-MP die IL10-Sekretion um das drei- bis vierfache. Ebenso zeigten mit sMPLA
behandelte Zellen eine geringere LPS-induzierte IL10-Ausschiittung.

Die TNFa-Produktion von unbehandelten iDC konnte durch den Einsatz von FSLI-
haltigen Formulierungen gesteigert werden (Abb. 3-39c). Gelostes FSL1 verursachte nur eine
geringe Erh6hung des ausgeschiitteten TNFo um 29 %, wihrend aFSL1-MP und kFSL1-MP
die Ausschiittung um 72 bzw. 195 % erhohten. Die bei THP-1-Zellen beobachtete Steigerung
der TNFa-Sekretion durch MP-assoziiertes FSLL1 wurde somit auch bei DC festgestellt.
Kontroll-MP zeigten eine mit unbehandelten Zellen vergleichbare TNFa-Produktion. Mit
sSMPLA behandelte Zellen wiesen eine dhnlich hohe Sekretion wie kFSL1-MP auf. Durch
Sekundérstimulation mit IFNy konnte die TNFa-Ausschiittung lediglich in den mit FSL1-
modifizierten PLGA-MP behandelten Ansédtzen gesteigert werden. Alle anderen
Versuchsansidtze zeigten eine verminderte Ausschiittung. Die Sekundérstimulation mit
LPS R60/IFNy fiihrte in allen Versuchsansétzen zu einer Steigerung der TNFa-Sekretion,
wobei diese am deutlichsten bei Zellen ausfiel, die nach der Primérstimulation wenig TNFa

sezernierten (Kontrolle, Kontroll-MP). Dies kann man u. a. darauf zuriickfiihren, dass in den
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anderen Ansétzen bereits TNFa wihrend der Primdrstimulation ausgeschiittet wurde, welches

im ELISPOT nicht erfasst wurde.

Diskussion

Die hier an huMoDC untersuchten LP und LP-modifzierten PLGA-MP zeigten keine
zytotoxischen Eigenschaften im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings konnte kein oder nur ein
geringer mitogener Effekt festgestellt werden, wie er fiir die LP nach der Inkubation mit
THP-1-Zellen beobachtet wurde. Wessinger (2010) stellte nach der Inkubation von huMoDC
mit FSL1 ebenfalls eine marginal hohere Zellvitalitdt im Vergleich zur Kontrolle fest.

Sowohl BAS-, FSL2- und FSLI1-modifizierte MP als auch die gelosten LP bewirkten in
den hier durchgefiihrten Versuchen lediglich eine ,,Anreifung® der huMoDC, konnten aber
keine vollstindige Reifung, wie sie hier durch den FEinsatz eines Zytokincocktails oder
sMPLA gezeigt wurde, vermitteln. Fiir die hier eingesetzten LP konnte bisher auch keine
Reifung von huMoDC gezeigt werden, was durch Versuche von Wessinger (2010) fiir FSL1
bestétigt wurde. Allerdings konnte fiir eine Vielzahl von dhnlichen LP eine Reifung von
huMoDC beobachtet werden (Chua efal. 2008, Hertz ef al. 2001). Die Inkubation der
huMoDC mit den LP erfolgte in diesen Experimenten in deutlich hoheren Konzentrationen
und fiir einen lingeren Zeitraum im Vergleich zu den hier durchgefiihrten Versuchen.
Trotzdem zeigten die LP-behandelten huMoDC einen geringeren Reifungsgrad als LPS-
behandelte.

LP-modifizierte Liposomen waren ebenfalls in der Lage eine Reifung von huMoDC zu
induzieren (Bal et al. 2011, Espuelas et al. 2005). Espuelas et al. (2005) konnten fiir das
liposomal verkapselte LP Pam;CAG (10 pg/ml) aber nur eine ,,Anreifung® anhand einer
60 %igen Expression von CD83 beobachten, wihrend die Positiv-Kontrolle LPS eine 93 %ige
Expression bewirkte. Zudem konnten sie einen Dosis-abhingigen Effekt des liposomal
verkapselten Pam;CAG auf die CD83-Expression nach 24stlindiger Inkubation finden. So
exprimierten huMoDC, die mit 0,1 pg/ml (ca. 1 uM) liposomal verkapselten Pam;CAG
behandelt wurden, nur noch zu 25 % CDS83. In den hier durchgefiihrten Versuchen wurden die
gelosten LP in einer geringeren, vom Hersteller empfohlenen Arbeitskonzentration von
maximal 10 nM eingesetzt. Der Einfluss der LP in diesem Konzentrationsbereich fiihrte nur

zu einer ,Anreifung” der huMoDC, wobei aber ein deutlicher Effekt auf die

168



Ergebnisse und Diskussion

Zytokinausschiittung beobachtet werden konnte. Eine hohere Dosierung der MP-assoziierten
LP wurde aufgrund der moglichen Zytotoxizitdit von PLGA-MP bei Konzentrationen iiber
100 pg/ml nicht gewéhlt (Wischke 2006, S. 143). Zudem lieBen die Vorversuche an THP-1-
Zellen eine stirkere Wirksamkeit von MP-assoziierten LP gegeniiber freien LP vermuten, was
sich fiir die DC-Reifung nicht bestétigen lieB. Ein Grund hierfiir konnte die fast ausschlieBlich
intrazelluldre Lokalisation von TLR2 in huMoDC im Vergleich zu Monozyten und THP-1-
Zellen sowie die damit verbundene Unzugénglichkeit fir das LP sein. In den hier
durchgefiihrten Untersuchungen mit CLSM konnte aber eine Aufnahme von FSLI1-bio und
FSL1-bio-modifizierten PLGA-MP in huMoDC gezeigt werden, wobei sich das geldste
FSL1-bio gleichmédBig in den huMoDC verteilte. Eine Akkumulierung der freien LP in
bestimmten Zellkompartimenten, wie Khan ef al. (2007) sie nach der Clathrin-abhingigen
Endozytose eines kovalent mit einem OVA-Peptid verbundenen LP in murinen DC
beobachteten, konnte hier nicht gezeigt werden. Die von Uronen-Hansson et. al. (2004a)
festgestellte intrazelluldre, vorwiegend perinukledre Expression von TLR2 in huMoDC
konnte in den hier durchgefiihrten Experimenten ebenfalls beobachtet werden. Prinzipiell
sollte eine Interaktion zwischen den MP-assoziierten LP und den TLR2 also moglich sein. Die
eingesetzten LP-modifizierten PLGA-MP verhinderten eine nachtrigliche Reifung der
huMoDC durch LPS R60 und IFNy nicht, weshalb fiir weitere Experimente eine Kombination
von LP-modifizierten PLGA-MP und weiteren Reifungsstimulanzien, vorzugsweise in einem
Antigen-Tragersystem, erwogen werden sollte.

Sowohl freie als auch partikelgebundene LP beeinflussten das Zytokinprofil der huMoDC
im Vergleich zu unbehandelten und mit Kontroll-MP behandelten Zellen. Hierbei zeigte FSL2
eine ausgepriagte Hemmung der IL10-Sekretion, wobei die IL12-Produktion aber ebenfalls
inhibiert wurde. Jedoch zeigten sowohl freies als auch partikelgebundenes FSL2 ein deutlich
hoheres IL12/IL10-Verhiltnis bei Restimulation mit IFNy und somit tendenziell eine starkere
Tul-Polarisation. Re und Strominger zeigten 2001, dass die durch den TLR4-Agonisten LPS
ausgeloste IL12p70-Ausschiittung vor und nach Sekundirstimulation mit IFNy deutlich héher
war als die durch Pam;CAG verursachte. Dies wurde in unseren Untersuchungen mit den
TLR2-Agonisten FSL2 und FSL1 sowie dem TLR4-Agonisten sMPLA bestitigt. Re und
Strominger schlossen daher auf eine Tu2-polarisierende Wirkung von TLR2-Agonisten. Die
IL10-Hemmung untersuchten sie jedoch nicht. Daher konnten wir in unseren Untersuchungen

tendenziell einen Tyl-polarisierenden Einfluss der TLR2-Agonisten aufgrund des im
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Vergleich zur Kontrolle erhohten 1L12/IL10-Verhéltnisses beobachten, wenngleich dieses fiir
den TLR4-Agonisten SMPLA deutlich stirker ausgepridgt war. Da in unseren Versuchen die
IL10-Hemmung durch TLR2-Agonisten auch bei Restimulation mit dem TLR4-Agonisten
LPS erhalten blieb, erscheint eine Kombination von TLR2- und TLR4-Agonisten in einem
Antigen-Tragersystem fiir eine starke Ty1-Polarisation sinnvoll.

MP-assoziiertes FSL1 erhohte im Vergleich zur Negativ-Kontrolle, Kontroll-MP und
freiem FSL1 die Ausschiittung des proinflammatorischen Zytokins TNFa durch huMoDC.
Dabei war die durch kFSL1-MP verursachte TNFa-Sekretion vergleichbar mit der durch den
TLR4-Agonisten sMPLA ausgelosten und ca. 2,3fach hoher als bei gelostem FSLI.
Dowling et al. (2008) konnten fiir den geldsten TLR2-Agonisten Peptidoglykan eine ca.
3,3fach geringere TNFa-Ausschiittung durch murine DC im Vergleich zu dem TLR4-
Agonisten LPS zeigen. Die Verstirkung der TNFoa-Sekretion durch partikelgebundene
diacylierte LP, die in 3.2.4 bereits bei THP-1-Zellen beobachtet wurde, ist somit auch bei
huMoDC vorhanden. Ausloser dafiir konnten eine andere oder verstirkte Signaltransduktion
nach der Phagozytose und/oder eine ldnger anhaltende Stimulation von TLR2 durch die
zellassoziierten MP sein.

Da die hier durchgefiihrten Versuche eine Kombination von TLR2- und TLR4-Agonisten
in einem Antigen-Trégersystem nahe legen, sollte in den folgenden Experimenten zunéchst
einmal die nachtriagliche Oberflichenmodifizierung von PLGA-MP mit dem TLR4-Agonisten
sMPLA und deren Einfluss auf huMoDC untersucht werden.
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3.3 TLR4-Agonist-modifizierte PLGA-Mikropartikel

Da TLR2-Agonisten und TLR2-Agonist-modifizierte MP eine unzureichende Reifung von
huMoDC bewirkten, sollte in den hier beschriebenen orientierenden Versuchen die
Herstellung von TLR4-Agonist-modifizierten FITC-BSA-beladenen PLGA-MP und deren
Einfluss auf huMoDC néher beleuchtet werden.

unbeschichtet —
2,5 % (m/m) Protamin ——
Abb. 3-40. Zetapotenzial von
FITC-BSA-beladenen PLGA-
——————T———1—————1—————1———————— MP ohne und mit Beschichtung
-30 -20 -10 0 10 20 mit 2,5 % (m/m) Protamin fiir

Als TLR4-Agonist wurde sSsMPLA verwendet. Da dieses iiber eine bei neutralem pH-Wert
vorwiegend negativ geladene Phosphatgruppe verfiigt, wurde zur Modifizierung der PLGA-
MP eine elektrostatische Assoziation ausgewihlt. Dafiir wurden die negativ geladenen PLGA-
MP mit dem positiv geladenen Protein Protamin beschichtet. Dessen Assoziation fiihrte zu
einer Umladung der MP, welche darauthin ein positives Zetapotenzial aufwiesen (Abb. 3-40).
Die positiv geladenen MP wurden mit sMPLA beschichtet und die sSMPLA-Konzentration des
Uberstand mit Hilfe eines LAL-Tests (kinetisch-chromogene Methode) bestimmt, woraus der
SMPLA-Gehalt der MP ermittelt wurde. Als Kontrolle dienten negativ geladene PLGA-MP.
Sowohl negativ geladene als auch positiv geladene PLGA-MP zeigten eine Assoziation von
sMPLA. Allerdings war die Assoziation an positiv geladene PLGA-MP effizienter und fiihrte
zu einer ca. 1,6fach hoheren Beladung der MP mit sMPLA von 459 ng/mg (Abb. 3-41). Die
beschichteten MP wurden dreimal gewaschen und es konnte kein sMPLA oder Endotoxin im

letzten Waschuberstand detektiert werden.
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Im Anschluss wurde der Einfluss der sMPLA-modifizierten MP auf iDC untersucht. Die

untersuchten MP-Formulierungen und freies SMPLA waren nicht zytotoxisch (Abb. 3-42).
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Abb. 3-42. Prozentualer Anteil an
vitalen huMoDC (bezogen auf die
Gesamtzellzahl) nach  Stimulation
mit sMPLA (100 ng/ml),
Kontroll-MP (100 pg/ml) und
SMPLA-MP (100 pg/ml), wobei die
MP-Oberfliche vor der sMPLA-
Adsorption entweder unbeschichtet
(anionisch, hellgrau) oder mit
Protamin beschichtet war (kationisch,
dunkelgrau). Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis von zwei
Versuchen.

Sowohl anionische als auch kationische PLGA-MP, die mit SMPLA modifiziert wurden,

zeigten eine Aufnahme in bzw. Adsorption an die iDC von iiber 90 % (Abb. 3-43) und waren

vergleichbar mit unmodifizierten negativ geladenen oder positiv geladenen Kontroll-MP. Die
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Ladung der PLGA-MP als auch die Modifizierung mit dem TLR4-Liganden hatten keinen
deutlichen Einfluss auf die Partikelaufnahme bzw. -adsorption.

120 —
MP ohne Protamin MP mit Protamin

(anionisch) (kationisch)

100

80

60 —

Abb. 3-43. Aufnahme bzw.
Adsorption verschiedener
FITC-BSA-beladener PLGA-
MP-Formulierungen in bzw.
an huMoDC. Gemessen
wurde die FITC-Fluoreszenz
gegeniiber einer Isotypen-

FITC' DC (%)

40 -

20 +

0 HZZZ kontrolle nach 18 h Inkuba-
& tion der Zellen mit den MP-

\@\ Formulierungen (100 pg/ml).
@Q Dargestellt ist ein reprasen-

tatives von zwei Experi-
menten.

Die Wirkung der sMPLA-modifizierten PLGA-MP auf iDC wurde durch die Detektion
verschiedener Oberflichenmarker nach der Inkubation der Zellen mit diesen untersucht
(Abb. 3-44). Der Oberflichenmarker CD209 (DC-SIGN) zeigt das Vorhandensein von
huMoDC an. Dabei wird er sowohl auf unreifen als auch auf reifen DC exprimiert. Die
Inkubation der iDC mit den verschiedenen Stimuli fiihrte zu keiner verminderten Expression
von CD209 (Abb. 3-44a). Eine Riickdifferenzierung der Zellen wurde durch die Inkubation
mit Kontroll-MP, sMPLA-MP und freiem sMPLA nicht ausgelost.

Die Prédsentation von Antigenfragmenten an T-Helferzellen erfolgt tiber MHC-Molekiile
vom Typ II, u. a. HLA-DR. Deren Expression wurde durch kationisch-modifizierte SsMPLA-
MP und freies SMPLA hoch reguliert wéhrend alle anderen MP-Formulierungen zu einer
verminderten Expression fiihrten (Abb. 3-44b). Das fiir die T-Zellaktivierung wichtige zweite
Signal in Form des kostimulatorischen Molekiils CD86 wurde ebenfalls nach Behandlung der
huMoDC mit freiem sMPLA und kationisch-modifizierten sSMPLA-MP verstérkt exprimiert,
wiahrend alle anderen MP-Formulierungen eine verminderte Expression verursachten

(Abb. 3-44c).
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Abb. 3-45. Zytokinprofil von huMoDC nach Primérstimulation mit sMPLA (100 ng/ml), Kontroll-MP
(100 pg/ml), sMPLA-MP(100 pg/ml), wobei die MP-Oberfliche vor der sMPLA-Adsorption entweder
unbeschichtet (anionisch) oder mit Protamin beschichtet war (kationisch). Nach der Primérstimulation erfolgte
im ELISPOT entweder keine (hellgrau) oder eine Sekundirstimulation mit IFNy (dunkelgrau). Dargestellt ist
jeweils ein représentatives Ergebnis aus zwei Versuchen. - a) IL12p70; b) IL10; c¢) IL12/IL10-Verhéltnis;
d) TNFa.

Des Weiteren wurde der Einfluss der verschiedenen MP-Formulierungen auf die
Ausschiittung von IL12 und IL10 untersucht. Fiir eine effektive Immuntherapie mit DC sollte
IL12 im Verhéltnis zu IL10 iiberwiegen, da IL12 als immunstimulierendes Interleukin zu
einer ausgeprigten Tyl-Antwort fithren kann, wéihrend immunsuppressives IL10 diese
unterdriickt. Von den getesteten Stimuli fiihrte freies SMPLA zu einer starken Ausschiittung
von IL12 (Abb. 3-45a). An kationisch-modifizierte PLGA-MP assoziiertes SMPLA zeigte eine
Ausschiittung von IL12, die ca. 3,4fach niedriger war. Alle anderen MP-Formulierungen
fithrten zu einer sehr geringen Ausschiittung von IL12. Wurden die Zellen im ELISPOT mit

IFNy restimuliert, so verhinderten die MP-Formulierungen eine IL12-Ausschiittung nicht.
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Dabei waren kationisch-modifizierte sMPLA-MP allen anderen MP-Formulierungen
iiberlegen, konnten aber nicht die Ausschiittung von IL12 erreichen, die durch freies sSMPLA
ausgelost wurde. Allerdings war die Menge an MP-assoziiertem sMPLA (46 ng/ml) nur
ungefahr halb so groB3 wie die Menge an freiem sMPLA (100 ng/ml).

Die durch kationisch-modifizierte sMPLA-MP ausgeldste Ausschiittung von IL10
entsprach der von unbehandelten Zellen, wohingegen alle anderen MP-Formulierungen und
freies SMPLA eine Reduktion der IL10-Sekretion bewirkten (Abb. 3-45b). Die Restimulation
der behandelten huMoDC mit IFNy fiihrte in allen Versuchsansédtzen zu einer deutlichen
Reduktion der IL10-Ausschiittung, ausgenommen die mit freiem sMPLA behandelten Zellen,
bei denen eine Steigerung zu verzeichnen war. Dennoch zeigten mit SMPLA behandelte
Zellen aufgrund der hohen IL12-Sekretion von allen Versuchsansitzen das stirkste Tyl-
polarisierende IL12/IL10-Verhédltnis (Abb. 3-45¢c). Hiernach folgten die kationisch-
modifizierten SMPLA-MP, wihrend alle anderen Versuchsansitze aufgrund der geringen
IL12-Ausschiittung keine Tyl-Polarisation zeigten. Die Restimulation mit IFNy fiihrte zu
einer starkeren Tyl-Polarisation bei kationisch-modifizierten Kontroll- und SMPLA-MP, die
vergleichbar mit freiem sMPLA war.

Zusitzlich wurde die TNFa-Sekretion bestimmt (Abb. 3-45d). Dabei bewirkten freies
SMPLA und kationisch-modifizierte sMPLA-MP eine deutlich héhere Ausschiittung als
andere MP-Formulierungen und unbehandelte Zellen.

Generell sind kationische FITC-BSA-beladene PLGA-MP, die mit dem TLR4-Liganden
sMPLA modifiziert wurden, ein geeignetes Trigersystem fiir Proteine. Sie wurden effektiv
von huMoDC aufgenommen und fiihrten zu deren Reifung sowie zu einer Hochregulation der
fiir die Antigenprisentation wichtigen MHC-Molekiile vom Typ II. Zudem fiihrten sie zur
Ausschiittung des immunstimulierenden IL12, welches fiir die Induktion einer Tyl-
Immunantwort mitverantwortlich ist, und =zeigten damit die Voraussetzungen als

Antigentragersystem fiir eine effektive Immuntherapie von Tumorerkrankungen.

Diskussion

Die hier entwickelte Methode ermoglicht die nachtragliche elektrostatische

Oberflichenmodifizierung von bereits hergestellten BSA-beladenen PLGA-MP mit dem
TLR4-Agonisten SMPLA. Sie beruht auf der Beschichtung von negativ geladenen PLGA-MP
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mit dem Polykation Protamin, was zu einer Ladungsinversion der MP fiihrte. Die positiv-
geladenen MP konnten das negativ geladene sMPLA auf der Oberflidche effektiv binden.
Vorteilhaft ist die universelle Einsetzbarkeit der Methode, da schon hinsichtlich der
Antigenbeladung, -freisetzung, -stabilitit und PartikelgroBe optimierte PLGA-MP-
Formulierungen mit geringem Aufwand im Nachhinein mit sMPLA modifiziert werden
konnen. Im Vergleich zu der Oberflichenverankerung von Polykationen durch Zusatz zur
duBeren wiassrigen Phase bei der MP-Herstellung (Fischer et al. 2006, 2007) wird bei der hier
angewandten Methode ein deutlich kleineres Volumen fiir die Beschichtung benotigt und
somit eine geringere Menge an Polykationen. Ebenfalls wird durch die Modifizierung der
Oberflache mit sSMPLA eine direkte Interaktion von TLR4 mit seinem Agonisten ermdglicht,
wihrend bei der Verkapselung von MPLA ein Anteil in den MP vorhanden ist, der nicht
freigesetzt wird und nicht mit TLR4 interagieren kann. So beobachteten Sarti ef al. 2011 nur
eine anfangliche Freisetzung von 1,5 % MPLA aus PLGA-NP und eine Gesamtfreisetzung
von lediglich 10 % MPLA nach 4 Wochen Inkubation in PBS bei 37 °C. Da die gleichzeitige
Aufnahme des Antigens in das Phagosom und die Stimulation der TLR einer DC fiir die
Induktion einer effektiven Immunantwort ndétig sind (Blander und Medzhitov 2006,
Kazzaz et al. 2006, Schlosser et al. 2008), sollte bereits bei der Aufnahme des Antigens die
gleichzeitige TLR-Stimulation gewéhrleistet sein.

Die hier hergestellten kationisch-modifizierten BSA-beladenen PLGA-MP waren nicht
toxisch und wurden effektiv von huMoDC aufgenommen. Sie verursachten eine Reifung der
DC, die vergleichbar mit der von geldstem sMPLA in 2fach hoherer Konzentration war. Die
kationisch-modifizierten SMPLA-MP fiihrten zu einer Tul-Polarisation der DC und zu einer
gesteigerten Ausschiittung von TNFa. Letzteres kann die Ausbildung einer Tyl-Antwort
unterstiitzen und fiihrt zur Induktion von CTL und einer IL6-Ausschiittung, die die Tre-
Entstehung verhindern kann (Pasare und Medzhitov 2003). Verschiedene Arbeitsgruppen
modifizierten PLGA-MP und PLGA-NP bereits mit MPLA (Elamanchili ez al. 2007,
Kazzaz et al. 2006, Salvador ef al. 2012, Sarti et al. 2011), wobei aber bisher noch keine
Oberflachenmodifizierung der Partikel untersucht und zumeist ein Gemisch verschiedener
MPLA anstelle von synthetisiertem MPLA eingesetzt wurden. Die Wirkungen von
verkapseltem MPLA auf DC waren weitgehend konsistent mit den von uns beobachteten fiir
oberflachenlokalisiertes sMPLA, wenngleich die Versuche an murinen DC durchgefiihrt

wurden. So beobachteten Elmanchili ef al. (2007) eine vermehrte Expression von CD86 und
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CD40 nach Inkubation von murinen DC mit MPLA-NP sowie die erhdhte Ausschiittung der
proinflammatorischen Zytokine IL12p70, IL6 und TNFa, die eine Tul-Immunantwort
unterstlitzen. Somit stellen kationisch-modifizierte SMPLA-MP auch fiir humane DC ein
effektives bifunktionales Tragersystem dar, das den gleichzeitigen Transport des Antigens in

sowie die Reifung und Ty1-Polarisation derselben DC bewerkstelligen.

3.4 Ausblick

In weiterfiihrenden Studien sollte eine Kombination von TLR2- und TLR4-Agonisten in
einem Antigen-Tragersystem entwickelt werden. Hierzu koénnen die in dieser Arbeit
vorgestellten Verfahren der Oberflichenmodifizierung von BSA-beladenen PLGA-MP
genutzt werden. Die kovalent oder adsorptiv mit TLR2-Agonisten modifizierten PLGA-MP
konnten nachtriglich mit Protamin beschichtet werden und im Folgenden sMPLA
elektrostatisch binden. Die durch die TLR2-Agonisten ausgeloste IL10-Hemmung in
Verbindung mit der Reifungsstimulation und Auslosung einer starken IL12p70-Ausschiittung
durch TLR4-Agonisten verspricht eine deutliche Ty1-Polarisation durch DC-Vakzine. Da die
Aufnahme der TLR-Agonisten zusammen mit dem Antigen in dasselbe Phagosom der DC
durch die modifizierten PLGA-MP sichergestellt wird, resultiert daraus eine verbesserte
Prasentation der Antigenfragmente an CD4"- und CD8"-T-Zellen. So hergestellte DC-Vakzine
konnten in der Lage sein das durch den Tumor hervorgerufene immunsuppressive Milieu in
Krebspatienten zu durchbrechen und eine langanhaltende antitumorelle Immunantwort
auszulosen. Weitere Schritte auf diesem Weg umfassen die Auswahl und Verkapselung eines
geeigneten Tumorantigens, wobei eine Mischung verschiedener Tumor-assoziierter Antigene
aufgrund der Heterogenitit der meisten Tumore erfolgversprechender erscheint als die

Applikation eines einzelnen Antigens.
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4 Zusammenfassung

Innerhalb dieser Arbeit wurden Mikropartikel aus dem bioabbaubaren Polymer Poly(p,L-
milchsdure-co-glycolsdure) (PLGA-MP) als Antigen-Tragersystem fiir Antigen-priasentierende
Zellen (APC) — z. B. Makrophagen und Dendritische Zellen (DC) — entwickelt. Ziel war eine
verbesserte Immunantwort gegeniiber Tumorantigenen im Rahmen einer DC-Immuntherapie.
Hierfir wurden aus Monozyten gewonnene humane DC (huMoDC) -eingesetzt. Die
PLGA-MP sollten den Transport des Modell-Antigens bovines Serumalbumin (BSA) in die
APC und deren zeitgleiche Reifung vermitteln, um eine effektive Antigenprisentation und
Aktivierung von antigenspezifischen T-Zellen zu bewerkstelligen. Da BSA-beladene
PLGA-MP alleine keine Reifung der APC verursachten, wurden diese mit Reifungsstimuli aus
der Gruppe der Toll-/ike-Rezeptor-(TLR-)Agonisten modifiziert. Hierfiir wurden synthetische
Analoga, konkret die synthetischen Lipopeptide BAS (TLR2/1-Agonist) und FSLI1
(TLR2/6-Agonist) sowie das detoxifizierte LPS-Derivat sMPLA (TLR4-Agonist), an die
PLGA-MP assoziiert und deren Wirkung auf APC bestimmt.

Mittels einer W/O/W-Doppelemulsions-Lésungsmittel-Evaporations-Methode konnten
PLGA-MP mit einem volumetrischen Teilchendurchmesser von ca. vier Mikrometern
hergestellt werden, die effektiv von makrophagenartigen THP-1-Zellen und huMoDC
phagozytiert wurden. Das Modell-Antigen BSA wurde effizient verkapselt und schnell
freigesetzt. Die PLGA-MP =zeigten eine heterogene, vorwiegend oberflichennahe
Proteinverteilung und wiesen eine glatte Oberfliche mit einer einzelnen porenartigen
Vertiefung auf. Der Restlosungsmittelgehalt war ca. 550mal geringer als die vom
europdischen Arzneibuch geforderte Grenzkonzentration. Der geringe Endotoxin-Gehalt von
unter 0,015 EU/mg beeinflusste die untersuchten Zellen nicht nachteilig.

Die synthetischen Lipopeptide konnten sowohl kovalent, mit Hilfe einer Carbodiimid-
Methode, als auch adsorptiv an die Oberfliche der PLGA-MP assoziiert werden. Sie fiihrten
zu einer TLR2-vermittelten Aktivierung von THP-1-Zellen, die anhand der TNFa- und IL6-
Ausschiittung gemessen wurde. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass partikelassoziierte
Lipopeptide eine deutlich stirkere Aktivierung bewirken als geldste Lipopeptide, was auf eine

Stimulation von intrazelluliren TLR2 nach der Phagozytose der PLGA-MP zuriickgefiihrt
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wurde. Die Lipopeptid-modifizierten PLGA-MP fiihrten zu einer marginalen Reifung und
Tul-Polarisierung von huMoDC und waren nicht zytotoxisch. Die Reifung der behandelten
huMoDC war jedoch durch eine Sekundérstimulation mit LPS R60 und IFNy induzierbar.

Fiir die Modifizierung von PLGA-MP mit sMPLA wurden zunichst positiv geladene
PLGA-MP durch Beschichtung mit dem Polykation Protamin hergestellt. An deren
Oberflache wurde anionisches sMPLA iiber elektrostatische Wechselwirkungen assoziiert.
Die sMPLA-modifizierten PLGA-MP waren nicht zytotoxisch und flihrten zu einer
gesteigerten Expression von MHC-II- und kostimulatorischen Molekiilen. Zusitzlich wurde
die Ausschiittung des Tyl-polarisierenden Zytokins IL12p70 erhoht. Damit wiesen die
huMoDC die wesentlichen Parameter auf, welche fiir die Induktion einer gegen den Tumor
gerichteten Ty 1-Immunantwort nétig sind. Daher sind die entwickelten SMPLA-modifizierten
PLGA-MP ein geeignetes bifunktionales Tragersystem, welches den Transport der Antigene
in die huMoDC und die gleichzeitige Reifung der DC-Vakzine vermittelt.
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5 Summary

In the present study microparticles composed of the biodegradable polymer poly(d,l-
lactic-co-glycolic acid) (PLGA-MP) were developed as an antigen delivery system for
antigen-presenting cells (APC), such as macrophages or dendritic cells. The aim was to
improve the immune response against tumor antigens within the scope of a dendritic cell-
based immune therapy. Therefore human monocyte-derived dendritic cells (huMoDC) were
applied. PLGA-MP should simultaneously carry the modell antigen termed bovine serum
albumin (BSA) into the APC and mature them as to accomplish an effective antigen-
presentation and activation of antigen-specific T-cells. Since BSA-loaded PLGA-MP alone
did not induce maturation of dendritic cells, they were modified with maturation stimuli, 1. e.
Toll-like receptor (TLR) agonists. For this purpose we used synthetic analogues, in particular
the synthetic lipopeptides BAS (TLR2/1 agonist) and FSL1 (TLR2/6 agonist) as well as the
detoxified LPS derivat sMPLA (TLR4 agonist). The TLR agonists were associated with the
PLGA-MP and the effect on APC was determined.

PLGA-MP were prepared by using a w/o/w-double emulsion solvent evaporation
technique. They exhibited a volumetric particle diameter of approximately four micrometers
and were effectively phagocytised by macrophage-like THP-1 cells and huMoDC. The model
antigen BSA was efficient encapsulated and released fast. The PLGA-MP showed a
heterogeneous protein distribution and most of the proteins were localized near the surface
beeing smooth with a single pore-like cavity. The residual solvent content was approximately
550 times below the allowed limit concentration set up by the European Pharmacopoeia. The
low endotoxin content of less than 0.015 EU/mg did not adversely influence the investigated
cells.

Besides the adsorption of the synthetic lipopeptides to the surface of the PLGA-MP, a
covalent linkage using a carbodiimide method was applied. The lipopeptides induced a TLR2-
mediated activation of THP-1 cells, as measured by the intensity of TNFa and IL6 secretion.
For the first time it could be shown that particle-associated lipopeptides caused a much
stronger activation as dissolved lipopeptides. This effect was attributed to a stimulation of
intracellular TLR2 after phagocytosis of the PLGA-MP. The lipopeptide-modified PLGA-MP

did not prove cytotoxic and induced a marginal maturation as well as a Tyl polarization of
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huMoDC. The maturation of the treated huMoDC could be improved by a secondary
stimulation using LPS R60 and IFNy.

To modify PLGA-MP with sMPLA, first positively charged PLGA-MP were prepared by
coating them with the polycation protamine. In a second step anionic SMPLA was attached
primarily by electrostatic interactions on the surface. The sSsMPLA-modified PLGA-MP did
not prove cytotoxic and led to an increased expression of MHC-II and costimulatory
molecules. In addition, the release of Tyl-polarizing cytokine IL12p70 was increased. Thus,
the huMoDC had shown the essential parameters, which are necessary for the induction of an
anti-tumor Tyl immune response. Therefore, SMPLA-modified PLGA-MP definitely serve as
suitable bifunctional carriers, which simultaneously mediate the transport of antigens inside

the huMoDC and the maturation of the DC vaccine.
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9 Abkurzungsverzeichnis

aBAS-MP
aFSL1-MP

Alexa 488-SA

aLP-MP
ANOVA
AP

AP1

APC

Aqua dem.
ASO1
AS02
AS04

AS15
AUC
BAS

BCA
BDCA
BSA
CCL
CCR
CD

CLSM

CM25-TMC35-g-
PEG-Pam3Cys

CpG-ODN

CSE

adsorptiv mit BAS modifizierte PLGA-MP
adsorptiv mit FSL1 modifizierte PLGA-MP

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488  gelabelter
Sekundér-antikorper

adsorptiv mit LP modifizierte PLGA-MP

Varianzanalyse, engl. analysis of variances

Assay-Puffer

Aktivatorprotein 1, engl. activator protein 1, Transkriptionsfaktor
Antigen-priasentierende Zellen, engl. antigen-presenting cells
Aqua demineralisata

Adjuvans aus MPL®, Liposomen und dem Saponin QS21
Adjuvans aus MPL®, einer O/W-Emulsion und dem Saponin QS21

Adjuvans aus MPL®, das an partikulire Aluminiumsalze gebunden
wurde

Adjuvans aus MPL®, CpG-ODN und dem Saponin QS21
Flache unter der Kurve, engl. area under the curve

synthetisches Analogon des N-terminalen Teils eines Lipopeptids
aus Bacillus cereus (Bacillus anthracis strain)

Bicinchoninsdure, engl. bicinchonic acid

engl. blood dendritic cell antigen

bovines Serumalbumin, engl. bovine serum albumine
CC-Chemokinligand, engl. CC chemokine ligand
CC-Chemokinrezeptor, engl. CC chemokine receptor

durch den Differenzierungscluster (cluster of differentation)
bestimmte Determinante, engl. cluster determinant

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie, engl. confocal laser
scanning microscopy

Polymer aus partialsynthetischem 6-O-Carboxymethyl-N,N,N-
trimethyl-chitosan an das der TLR2/1-Agonist Pam;Cys iiber einen
PEG-Spacer (NH»-PEG-Pam;Cys) kovalent gekoppelt wurde

CpG-Oligodesoxynukleotide; einzelstrangige DNA-
Oligonukleotide mit hohem Anteil an nicht-methylierten Cytosin-
Phosphat-Guanin-Motiven

Kontroll-Standard-Endotoxin, engl. control standard endotoxin
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CTAB
CTL

D[4,3]

DAPI

DC

DCM
DC-SIGN

DDS

DEAE-Dextran

DMSO
DPBS
DSC

DSZM
DZM
EDAC
EDTA
ELISA
ELISPOT
ER

EU

FACS
FAM
FCS
FITC
FITC-BSA
FSL1

FSL1-bio
FSL1-Rho
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Cetyltrimethylammoniumbromid

Zytotoxische T-Lymphozyten, engl. cyfotoxic T Ilymphocytes,
synonym zytotoxische T-Zellen/CD8"-T-Zellen

mittlerer volumengewichteter Partikeldurchmesser; De Brouckere-
Durchmesser: D[4,3]|=Xd*/>d’

4',6-Diamidin-2-phenylindol
Dendritische Zellen, engl. dendfritic cells
Dichlormethan

engl. DC-specific intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3)-
grabbing non-integrin, synonym CD209

Arzneistoff-Tragersysteme, engl. drug delivery systems
Diethylaminoethyldextran

Dimethylsulfoxid

Dulbecco's PBS

Dynamische Differenzkalorimetrie, engl. differential scanning
calorimetry

Deutsche Sammlung von Zellkulturen und Mikroorganismen
Differenzierungsmedium; SM mit 6 ng/ml PMA
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimidhydrochlorid
Ethylendiamintetraacetat

engl. enzyme-linked immunosorbent assay

engl. enzyme-linked immunosorbent spot

endoplasmatisches Retikulum

Endotoxin-Einheiten, engl. endotoxin units
Durchflusszytometer, engl. fluorescence-activated cell sorter
Fertigarzneimittel

fotales Kélberserum, engl. fetal calf serum
Fluoresceinisothiocyanat

mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes bovines Serumalbumin

Fibroblasten-stimulierendes Lipoeptid 1, engl.
fibroblast- stimulating lipopeptide I; synthetisches Lipopeptid, das
den N-terminalen Teil eines 44 kDa schweren Lipopeptids aus
Mycoplasma salivarium darstellt

FSL1-Biotin; mit Biotin markiertes FSL1

FSL1-Rhodamin; mit dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin
markiertes FSL1
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FSL2

FTIR
GC
GC/MS
GM-CSF

GMP
GMV
HAV
HBV
HEP
HLA
HPLC

HPV
HRP
huMoDC

huTNFa
ICAM1
iDC
IFN

Ii

IL

IRF

ISCOM

kBAS-MP
KDO

kFSL1-bio-MP

kFSL1-MP

Fibroblasten-stimulierendes Lipoeptid 2, engl.
fibroblast- stimulating lipopeptide 2; Derivat von FSLI, bei dem
die C-terminale Aminosiure von FSL1 durch Arginin ersetzt wurde

Fourier-Transformations-Infrarot
Gaschromatografie
mit einem Massenspektrometer gekoppelte GC

Granulozyten-Makrophagen-koloniestimulierender-Faktor,  engl.
granulocyte macrophage colony-stimulating factor

Gute Herstellungspraxis, engl. good manufacturing practice
engl. giant multilamellar vesicles

Hepatitis A-Virus

Hepeatitis B-Virus

L-Glycero-D-Mannoheptose

humanes Leukozytenantigen, engl. human leukocyte antigen

Hochleistungsfliissigkeitschromatografie, engl. high performance
liquid chromatography

Humane Papillomaviren
Meerrettich-Peroxidase, engl. horseradish peroxidase

aus humanen Monozyten gewonnene Dendritische Zellen, engl.
human monocyte-derived dendritic cells

humaner TNFa

Interzelluldres Adhdsionsmolekiil 1, engl. intercellular adhesion
molecule 1

unreife Dendritische Zellen, engl. immature dendritic cells
Interferon

unverdnderliche Kette, engl. invariant chain

Interleukin

engl. interferon-regulatory factor; Gruppe von
Transkriptionsfaktoren

immunstimulierende ~ Komplexe, engl. immune-stimulating
complexes

kovalent mit BAS modifizierte PLGA-MP

2-Keto-3-desoxyoctonsdure, syn.  3-Desoxy-D-manno-oct-2-
ulosonsdure

FITC-BSA-beladene, kovalent mit FSL1-bio modifizierte
PLGA-MP

kovalent mit FSL1 modifizierte PLGA-MP
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kFSL1-Rho-MP
kFSL2-MP
kLP-MP

LAL

LBP

LC

LD

LP

LPS
LRW
LTA
LUV
MALP2

MAPK

MD2

mDC
MES
MF59
MHC

MP
MPL®

MPLA
mRNA
MTP
MTT
MyD88

NfkB
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kovalent mit FSL1-Rho modifizierte PLGA-MP
kovalent mit FSL2 modifizierte PLGA-MP
kovalent mit Lipopeptid modifizierte PLGA-MP
Limulus-Amobozyten-Lysat

LPS-bindendes Protein, engl. LPS-binding protein; Kofaktor fiir
TLR4

Langerhans-Zellen, engl. langerhans cells
Laserdiffraktometrie

Lipopeptid

Lipopolysaccharide

LAL-Reagenzwasser

Lipoteichonsdure, engl. lipoteichoic acid
engl. large unilamellar vesicles

2 kDa schweres Makrophagen-aktivierendes Lipopepeptid, engl.
macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa molecular mass

mitogenaktivierte Proteinkinasen, engl. mitogen-activated protein
kinases

engl. myeloid differentation protein 2; synonym LY96, Kofaktor
fiir TLR4

reife Dendritische Zellen, engl. mature dendritic cells
2-(N-Morpholino)ethansulfonsadure
engl. microfluidized emulsion 59

Haupthistokompatibilitdtskomplex, engl. major histocompatibility
complex

Mikropartikel

Adjuvans aus verschiedenen 3-O-Desacyl-4'-monophosphoryl-
Lipiden A, die aus LPS von Salmonella minnesota-Stamm R595
gewonnen wurden

Monophosphoryl-Lipid A

engl. messenger RNA

Mikrotiterplatte
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid

engl. myeloid differentation primary response protein 88;
Adapterprotein fiir TLR-Signaltransduktion

Masse-Ladungs-Verhéltnis

engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-
cells; Transkriptionsfaktor



Abkiirzungsverzeichnis

NMR
NP
O-Phase
OspA
OVA
Pam,Cys
Pam;Cys
PAMP

PBMC

PBS
pDC

PE
PE/Cy5
PEG
PEI
PGA
PGE,
PGLA

Ph. Eur.
PIDS
PLA
PLG
PLGA

PMA

Poly(I1:C)
PRR

PVA
RAD-Peptid
RGD-Peptid

Kernspinresonanz, engl. nuclear magnetic resonance
Nanopartikel

Ol-Phase bzw. organische Losungsmittelphase, engl. oil phase
engl. outer surface protein A

Ovalbumin

S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-[R]-cystein
N-Palmitoyl-S-[2,3-bis(palmitoyloxy)-(2RS)-propyl]-[R]-cystein

Pathogen-assoziierte molekulare Muster, engl. pathogen-
associated molecular pattern

aus dem peripheren Blut gewonnene mononukledre Zellen, engl.
peripheral blood mononuclear cells

phosphatgepufferte Salzlosung, engl. phosphate buffered saline

Plasmazytoide Dendritische Zellen, engl. plasmacytoid dendritic
cells

Phycoerythrin
Phycoerythrin-Cyanin-5-Tandem-Konjugat
Polyethylenglykol

Polyethylenimin

Polyglycolsédure, engl. poly(glycolic acid)
Prostaglandin E,

Poly(glycol-co-L-milchsdure), engl. poly(glycolic-co-1-lactic acid);
synonym L-PLGA

Europdisches Arzneibuch, lat. Pharmacopoea Europaea

engl. Polarization Intensity Differential Scattering
Polymilchsdure, engl. poly(lactic acid)
Poly(pr-lactid-co-glycolid), engl. poly(pr-lactide-co-glycolide)

Poly(p,L-milch-co-glycolsdure), engl. poly(o,L-lactic-co-
glycolic acid)

Phorbol-12-myristat-13-acetat; synonym TPA (12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetat)

Polyinosin-Polycytidin-Séure, engl. polyinosine-polycytidylic acid
Mustererkennungsrezeptoren, engl. pattern recognition receptors
Polyvinylalkohol

Peptid mit der Aminosduresequenz Arginin-Alanin-Aspartat

Peptid mit der Aminosduresequenz Arginin-Glycin-Aspartat, das
bevorzugt an Integrine binden
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RT

SAV-Atto 590

SDS
SIM
siRNA
SM

sMPLA
S-Phase
SPME
SSA
Strep-HRP
Sulfo-NHS
SUvV

TAP

TCA

T,

TGFP

THP-1

TIR
TIRAP

TLR
TLR2-AK
TNFa
TRAM

Treg
TRIF

uMP
VLP

Vur
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Raumtemperatur

mit dem Fluoreszenzfarbstoff Atto 590 markiertes Streptavidin
Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate

engl. selected ion monitoring

engl. small interfering RNA

Standard-Medium; RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCO;, 10 % (V/V)
FCS, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin

synthetisches Monophosphoryl-Lipid A

feste Phase, engl. solid phase

Festphasenmikroextraktion, engl. solid phase microextraction
spezifische Oberfliache, engl. specific surface area
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase
N-Hydroxysulfosuccinimid

engl. small unilamellar vesicles

engl. transporter associated with antigen processing
Trichloressigséure, engl. trichloroacetic acid
Glastibergangstemperatur

Transformierender Wachstumsfaktor beta, engl. transforming
growth factor beta

humane monozytoide Zelllinie, die aus dem peripheren Blut eines
Einjdhrigen mit akuter Monozyten-Leukdmie gewonnen wurde;
Differenzierung zu Makrophagen-artigen Zellen mittels PMA
moglich

Toll-Interleukin-1-Rezeptor

engl. TIR domain-containing adaptor protein, synonym Mal;
Adapterprotein fiir TLR-Signaltransduktion

Toll-/ike-Rezeptoren, engl. toll-like receptors
anti-TLR2-Antikorper
Tumornekrosefaktor-alpha, engl. tumor necrosis factor-alpha

engl. TRIF-related adaptor molecule, synonym TICAM2;
Adapterprotein fiir TLR-Signaltransduktion

regulatorische T-Zellen

engl. TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNp,
synonym TICAM1; Adapterprotein fiir TLR-Signaltransduktion

unmodifizierte PLGA-MP, Kontroll-MP
virusartige Partikel, engl. virus-like particles

Ultra Turrax®-Geschwindigkeit
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W,-Phase innere wiéssrige Phase bei einer W/O/W-Emulsion
W,-Phase duBere wassrige Phase

WGA Weizenkeim-Agglutinin, engl. wheat germ agglutinin
W/O/W-Emulsion Wasser-in-Ol-in-Wasser-Doppelemulsion

WP Wasch-Puffer

Z Zellen

Der Singular, Plural und Kasus der Abkiirzungen ist aus dem Textzusammenhang abzuleiten.
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