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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Krebserkrankungen und -therapie

1.1.1 Entstehung von Krebs

Bei Krebserkrankungen kommt es zu einer unkontrollierten Vermehrung von Zellen des eigenen
Korpers mit invasiv-infiltrierendem Wachstum in gesundes Gewebe hinein (Hanahan und Wein-
berg, 2000). Dies wird als malignes Tumorwachstum bezeichnet. Die sich schnell teilenden und
verbreitenden Krebszellen sind zusitzlich dazu in der Lage, sich iiber Blut- und Lymphbahnen
auszubreiten und Tumorabsiedelungen, sogenannte Metastasten, in entfernteren Korperregionen
zu bilden (Valastyan und Weinberg, 2011).

Normalerweise durchlaufen Koérperzellen einen kontrollierten Zellzyklus und teilen sich nur bei
Bedarf. Dabei unterliegen sie einem Regulationssystem, das sicherstellt, dass geschidigte Zellen in
den programmierten Zelltod, die Apoptose, tibergehen (Rassow e# al., 2012). Durch eine Folge
von Mutationen kann aus einer Korperzelle eine Tumorzelle werden. Relevante Mutationen fin-
den vor allem in Genen statt, die das Zellwachstum und die Zellproliferation regulieren, sowie in
solchen, die eine Rolle in der DNA-Reparatur innehaben. Typische Mutationsschritte bei der
Karzinogenese (Krebsentstehung) sind die Aktivierung von Protoonkogenen und Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen und Apoptose-regulierenden Genen (Schmezer, 2006). So entziechen
sich die Tumorzellen den regulatorischen Finflissen und kénnen sogar in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren proliferieren, eine unbegrenzte Anzahl von Zellteilungen durchfithren und
invasiv wachsen (Rassow ez a/., 2012).

Neben dem Alter als wichtigster und nicht vermeidbarer Risikofaktor fir Krebs sind karzinoge-
nesebegiinstigende Faktoren eine Exposition gegentber bestimmten chemischen Noxen, z.B.
aromatischen Kohlenwasserstoffen in Benzin und Zigarettenrauch, oder biologischen Stoffen wie
Aflatoxinen aus Schimmelpilzsporen. Auch physikalische Noxen wie UV-Strahlung oder ionisie-
rende Strahlung fihren zu DNA-Schiden. Aulerdem kann eine Infektion mit einem onkogenen
Virus, wie z.B. Humanes Papillomavirus (HPV), Hepatitis-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus
(HCV) oder Epstein-Barr-Virus (EBV) durch Inaktivierung der Zellzyklusregulation eine Karzi-
nomentstehung zur Folge haben (Hiddemann e a/., 2010). Je nach Krebserkrankung spielen ne-
ben Rauchen und Alkoholkonsum weitere Lebensstilfaktoren wie Ubergewicht, Bewegungsman-

gel und eine ungesunde Erndhrung eine gewichtige Rolle (Jackson e# al., 2018, Norat ez al., 2015).
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Auch genetische Veranlagung kann das Risiko fiir ein Auftreten bestimmter Krebsentititen erho-

hen (Sifri, Gangadharappa und Acheson, 2004).

1.1.2 Die gesellschaftliche Rolle von Krebs

Krebserkrankungen spielen in Deutschland eine grof3e Rolle. Nach Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems sind sie hierzulande die zweithdufigste Todesursache (Béhm, 2021). Zwar geht
die altersstandardisierte Krebssterblichkeit durch die Moglichkeiten besserer Privention, Friher-
kennung und Behandlung zuriick, funf Jahre nach Diagnosestellung lebt jedoch weiterhin im
Durchschnitt nur noch die Hilfte aller Krebserkrankten (Kaatsch ez @/, 2019). Den grofiten An-
teil an krebsbedingten Sterbefillen in Deutschland machte im Jahr 2020 bei Frauen mit 17,6 %
Brustkrebs aus, es folgten mit 16,3 % Lungenkrebs, 10,2 % Darmkrebs und mit 9 % Pankreas-
karzinome. Bei Mannern fihrte mit 22,2 % Lungenkrebs die Krebstodesursachen an, mit 12,3 %
folgte Prostatakrebs, vor Darmkrebs und Pankreaskarzinomen.

Rund eine halbe Millionen Personen erkranken jahrlich in Deutschland neu an Krebs. Aufgrund
der demographischen Entwicklung wird mit einem Anstieg der Krebsneuerkrankungen gerech-
net. Statistisch betrachtet wird jede zweite deutsche Person in ihrem Leben von einer Krebser-
krankung betroffen sein (Ronckers e al., 2023).

Krebserkrankungen sind jahrlich fir rund 20 % der gesamten krankheitsbedingt verlorenen Le-
benszeit und Lebensqualitit der deutschen Bevélkerung verantwortlich (Schlander, Hernandez-

Villatuerte und Thielscher, 2018).

1.1.3 Konventionelle Krebstherapie

1.1.3.1 Chemotherapie

Eine Reduzierung der schnell proliferierenden Tumorzellen kann bei Krebserkrankungen mit
dem Einsatz von Zytostatika im Rahmen einer Chemotherapie erfolgen. Unterschiedliche Zytos-
tatikawirkgruppen, wie Alkylanzien, Topoisomerase-Hemmstoffe, Mitosehemmstoffe und Anti-
metabolite, kénnen bei verschiedenen Krebsarten eingesetzt werden. Chemotherapeutika kénnen
auller als kurative Therapie auch neoadjuvant zur prioperativen Reduktion der Tumormasse ein-
gesetzt werden, adjuvant zur postoperativen Senkung eines Rezidivrisikos, oder palliativ zur Ver-
lingerung der Lebenszeit oder Reduzierung der tumorbedingten Symptomatiken (Pfreundschuh,
2000).

Bei jedem chemotherapeutisch eingesetzten Wirkstoff wirkt der toxische Effekt nicht nur auf die
sich schnell teilenden Krebszellen, sondern auch auf sich schnell teilende gesunde Korperzellen,

z.B. die des blutbildenden Systems und die der Magen- und Darmschleimhaut. So kann es zu
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einer Myelosuppression kommen, die mit erhohter Infektanfalligkeit, Blutungsneigung und einer
Animie einhergehen kann. Aullerdem treten haufig Enteritiden, Ubelkeit, Erbrechen sowie
Haarausfall auf (Pfreundschuh, 2006).

Im Verlauf oder auch schon zu Beginn einer Chemotherapie konnen Krebszellen Resistenzen
gegen die Wirkung von Zytostatika bilden. Bei den haufig verwendeten Mitosehemmstoffen wie
Taxanen, die als Spindelgift einen Stillstand der Mitose in Tumorzellen bewirken, kénnen die
Zellen, die eine Resistenz ausgebildet haben, dem Mitosestopp, der normalerweise den Zelltod
auslost, entkommen, in den Zellzyklus zurtickkehren und sich weiter teilen (Haschka ez a/, 2018).

Aulerdem verursachen Zytostatika selbst Mutationen in Keimzellen und wirken damit wiederum
karzinogen (Pfreundschuh, 2000).

Chemotherapie ist eine oft gut wirksame Methode zur Behandlung von Krebserkrankungen, die
allerdings nicht in allen Fillen erfolgsversprechend eingesetzt werden kann. Starke Nebenwirkun-
gen sind hdufig therapielimitierend und die eigene Induktion von Mutationen begiinstigt das Risi-

ko fur das Auftreten von Zweittumoren.

1.1.3.2 Operationen

Gerade in einem frithen Krebsstadium kann es méglich sein, (solide) Tumoren operativ vollstin-
dig zu entfernen und dabei das umliegende gesunde Gewebe so ausreichend zu schonen, dass es
in seiner Funktion erhalten bleibt. Je nach Ausdehnung und Lokalisation des Tumors kann es
aber zusitzlich auch notig sein, umliegende (tumorzellinfiltrierte) Lymphknoten und Organe oder
Organteile mitzuentfernen, was entsprechende Nebenwirkungen nach sich ziehen kann. Ist auf-
grund der Ausdehnung des Tumors, der notwendigen Funktionserhaltung von Organen oder des
klinischen Zustands der erkrankten Person keine radikaloperative Krebsentfernung mdglich,
kénnen Operationen zur Verkleinerung groier Tumoren symptomlindernd wirken und/oder die
Voraussetzungen fiir eine Chemo- oder Strahlentherapie verbessern. Auch einzelne Metastasen
operativ zu entfernen kann oft sinnvoll sein (Pfreundschuh, 2006).

Insgesamt stellt der Einsatz von Operationen eine sinnvolle Methode in der Krebstherapie dar,
die aber nicht bei jeder Krebserkrankung angewendet werden kann und oft nur in frihen Stadien

alleine ausreicht, um eine Heilung zu bewirken.

1.1.3.3 Hormontherapie
Bei Krebsarten die hormonsensitiv sind und abhingig von kérpereigenen Hormonen wachsen,
wie z.B. einige Mamma- oder Prostatakarzinome, kénnen Hormontherapien zum Einsatz kom-

men. So kénnen beim Prostatakarzinom Ostrogene oder Antiandrogene gegeben werden, oder
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bei Brustkrebs Antigstrogene oder Aromatasehemmer zugefilhrt werden (S3-Leitlinie
Mammakarzinom, 2020; S3-Leitline Prostatakarzinom, 2021).

Bei endokrinen Tumoren, die selbst Hormone produzieren und damit Beschwerden verursachen,
konnen antihormonelle Therapien die tumorverursachten Symptome lindern. Zudem kénnen
Kortikosteroide wegen ihres lymphoklastischen und proliferationshemmenden Effekts bei Lym-
phomen und Leukidmien Anwendung finden (Student e a/., 2020).

Die Nebenwirkungen dieser Therapieform ergeben sich aus den Wirkungen der Hormone, die
zugefithrt oder blockiert werden. Eine Heilung einer Krebserkrankung nur durch Hormonthera-
pie ist kaum moglich, sie wird erginzend zu anderen Therapieformen angewendet. Zudem verlie-
ren Krebszellen hiufig nach einiger Zeit ihre Hormonsensitivitit, sodass die Therapie dann ihre

tumorhemmende Wirkung verliert (Student e a/., 2020).

1.1.3.4 Radiotherapie

Im Verlauf einer Tumorerkrankung wird etwa bei jeder zweiten krebserkrankten Person eine
Radiotherapie durchgefiihrt (Baskar e# @/, 2012). Hierbei kommt Strahlung zur Anwendung, die
Mutationen in Tumorzellen herbeifithrt. Die Tumorzellen kénnen diese schlechter als gesunde
Korperzellen beheben, sodass sie untergehen. Strahlentherapie kann allein oder in Kombination
mit anderen Therapieformen eingesetzt werden. Voraussetzung hierfur ist, dass das zu behan-
delnde Tumorgewebe strahlensensibel ist und, dass das umliegende gesunde Korpergewebe aus-
reichend vor den schiadigenden Strahlen geschuitzt werden kann.

Es treten lokale Nebenwirkungen, aber auch Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen und Miidig-
keit auf. Langzeitfolgen sind nicht-reversible bindegewebige Umstrukturierungen in von der
Strahlentherapie betroffenen Geweben. So kann es z.B. zu Lungenfibrose, Kardiomyopathie,
Fertilitiatsstorungen, Osteonekrosen und Schilddrisenfunktionsstérungen kommen. Auch treten
durch die karzinogene Wirkung der ionisierenden Strahlung strahleninduzierte Zweittumore auf

(Molls ¢ al., 2006).

1.2 Immunsystem

1.2.1 Einfithrung

Das Immunsystem erfilllt im Koérper die Funktion, zwischen ,,Selbst™ und ,,Fremd* zu unter-
scheiden. Es ist gleichzeitig dazu in der Lage, Fremdkorper und Mikroorganismen, die den Kor-
per schiadigen und zu einer Infektion fihren kénnten, abzuwehren, wihrend solche, die dem

Koérper niitzlich sind, toleriert werden. Ebenso werden gealterte, beschidigte und maligne Zellen
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ausgesondert, wihrend gleichzeitig korpereigene, gesunde Zellen intakt bleiben. Das Immunsys-
tem besteht aus zwei Komponenten: einer angeborenen, unspezifischen und einer erworbenen,

spezifischen Abwehr (Rassow ez al., 2012).

1.2.2  Unspezifisches Immunsystem

Zum unspezifischen Teil des Immunsystems gehéren angeborene Mechanismen zur Abwehr
moglicher Krankheitserreger. Physikalische, chemische und mikrobiologische Barrieren an den
Korperoberflichen wie der Haut, dem Respirationstrakt und dem Verdauungstrakt bilden einen

ersten Schutz gegeniiber moglichen eindringenden Fremdkorpern (Day und Schultz, 2001).

Phagozytierende Zellen wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen (DC) und Granulozy-
ten kénnen mégliche Krankheitserreger (Pathogene) erkennen, binden und aktiv aufnehmen. Fur
die Erkennung von Pathogenen tber Rezeptoren in den Zellmembranen von DC und Makro-
phagen sind pathogenassoziierte molekulare Muster wie bakterielle DNA oder Lipopolysacchari-
de in der duBeren Schicht gramnegativer Bakterien wesentlich (Rassow ez 4/, 2012). Mittels Pha-
gozytose konnen Pathogene sehr schnell aufgenommen und zerstort werden, ohne, dass die spe-

zifische Immunabwehr daran beteiligt sein muss (Murphy und Weaver, 2017).

DC fungieren als Bindeglied zwischen der unspezifischen, angeborenen und der spezifischen,
adaptiven Immunantwort. Sie kénnen eindringende Pathogene aufnehmen, prozessieren und die
entsprechenden Antigene prisentieren, was wiederum tber eine T-Zell-Aktivierung eine spezifi-
sche Immunantwort auslost. Zudem sind DC an der Produktion von Interferonen im Rahmen

der Abwehr von Virusinfektionen beteiligt (Murphy und Weaver, 2017).

Makrophagen nehmen je nach (Mikro-)Umgebung unterschiedliche Polarisationen an. Bei pro-
inflammatorischen Signalen nehmen sie einen M1-Zustand ein, wirken selbst (z.B. durch Produk-
tion von entziindungsférdernden Zytokinen) eher pro-inflammatorisch und bekdmpfen Pathoge-
ne. In der Umgebung entzindungshemmender Signale erfolgt die Polarisation zu eher anti-
inflaimmatorisch ~ aktiven (und immunsupprimierende Zytokine sezernierenden) M2-
Makrophagen, welche z.B. die Gewebeheilung férdern (Na, Je und Seok, 2018, Mantovani e# a/.,
2004).

Weiterer Bestandteil des unspezifischen Immunsystems sind nattrliche Killerzellen (NK-Zellen).
An der Oberfliche nahezu jeder kernhaltigen Zelle befinden sich Major-Histocompatibility-Complex
(MHC)-I-Rezeptoren. Hieriiber werden zelleigene, intrazellulire Antigene prisentiert. Sie dienen

somit Immunzellen zur Erkennung der Zelle als krpereigene Zelle. Weil virusinfizierte und ent-
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artete Zellen kérperfremde bzw. verdnderte Antigene prisentieren, kénnen sie im Rahmen der
unspezifischen Immunabwehr von NK-Zellen erkannt werden, die dann durch Ausschiittung
threr zytotoxischen Enzyme dazu in der Lage sind, die verinderten Zellen abzutéten (Rassow ez

al., 2012, Murphy und Weaver, 2017).

Eine weitere wichtige Rolle im unspezifischen Immunsystem spielt das Komplementsystem, wel-
ches mithilfe von Komplementfaktoren durch Bildung eines Membranangriffskomplexes die
direkte Lyse von Erregern initiieren, sowie eine Opsonisierung - eine Markierung zur Steigerung
der Phagozytose - von Erregern bewirken kann. Mithilfe von Entziindungsmediatoren wie Che-
mokinen kénnen zudem phagozytierende Zellen stimuliert und damit die Entziindungsreaktion

insgesamt gesteigert werden (Rassow ez al., 2012).

1.2.3 Spezifisches Immunsystem

Die spezifische, erworbene Immunantwort dauert im Gegensatz zur schnell ablaufenden unspezi-
fischen Immunantwort mehrere Stunden bis Tage und wird vor allem durch Lymphozyten wie B-
und T-Zellen ausgefithrt (Murphy und Weaver, 2017).

Antigenprasentierende Zellen (APC) wie Makrophagen, DC und B-Zellen exprimieren MHC-II-
Rezeptoren. Hierliber werden aufgenommene fremde, extrazellulire Antigene den CD4'-T-
Zellen (T-Helferzellen, TH-Zellen) prisentiert. Wenn APC zu den speziellen Rezeptoren der
Lymphozyten passende spezifische Pathogenantigene prisentieren, vermehren sich die entspre-
chenden Lymphozyten und die spezifische Immunantwort lauft ab.

T-Helferzellen kénnen andere Immunzellen bei der Elimination von Pathogenen unterstiitzen.
Sie bestehen aus zwei Gruppen: Antigenspezifische TH1-Zellen aktivieren (durch Ausschiittung
von Zytokinen) insbesondere Makrophagen, TH2-Zellen aktivieren B-Zellen. B-Zellen differen-
zieren darauthin zur Plasmazelle und produzieren Antikorper, die dann Pathogene direkt neutra-
lisieren oder wiederum Komponenten der unspezifischen Immunabwehr aktivieren und dadurch

die Phagozytose oder Lyse der Pathogene induzieren (Murphy und Weaver, 2017).

In der Initiation der spezifischen Immunabwehr spielen insbesondere DC eine entscheidende
Rolle (Banchereau und Steinman, 1998). Als Kreuzprisentation wird ihre Fihigkeit bezeichnet,
fremde, extrazellulire Antigene auch tiber MHC-I-Rezeptoren prisentieren zu kénnen, wodurch
direkt CD8"-zytotoxische T-Zellen (CTL) aktiviert werden. CTL toten antigenspezifisch infizierte

oder entartete Zellen ab (Rassow ef al., 2012).
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Bei Ablauf einer adaptiven Immunantwort bilden sich antigenspezifische B- und T-Zellen, die als
Gedichtniszellen bezeichnet werden und lingere Zeit erhalten bleiben. Bei erneutem Kontakt
mit dem Krankheitserreger kénnen diese schneller und effektiver auf die Infektion reagieren

(Rassow ¢# al., 2012).

1.2.4 Immunsystem und Krebs

Stark verinderte Zellen werden regelhaft im Zellzyklus in die Apoptose tiberfiihrt. Aullerdem
sind DC dazu in der Lage, tumorassoziierte Antigene zu erkennen und diese den CTL zu prisen-
tieren, sodass die CTL die Krebszellen zerstéren kénnen (Chen und Mellman, 2013). Viele Tu-
morzellen werden also vom Immunsystem erkannt und unschidlich gemacht, bevor sie sich in

groem Ausmal} vermehren und zu einem Krebsgeschwiir heranwachsen (Abbildung 1).

Abbildung 1: ,,Cancer-Immunity Cycle*“, Ablauf der Immunreaktion gegen Krebszellen

1: Freisetzung von Tumorzellantigenen 2: Antigenprisentation durch dendritische Zellen 3: Aktivie-
rung von T-Zellen (durch die prisentierten Antigene) 4-5: Zytotoxische T-Zellen wandern in den
Tumor ein (Tumorinfiltration) 6-7: Zytotoxische T-Zellen erkennen die Krebszellantigene und zer-
storen die Krebszellen (Chen and Mellman, 2013)
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Allerdings kénnen sich einige Krebszellen diesen kérpereigenen Abwehrmechanismen entziehen,
sodass ein Tumor auswachsen kann. Strategien, mit denen sich Krebszellen vor dem Immunsys-
tem ,,verstecken®, werden als Immun-Escape-Mechanismen oder Immunevasion bezeichnet.
Tumorzellen sind dazu in der Lage, ihre Umgebung immunsuppressiv zu modulieren (Kim ez a/,
20006, Whiteside, 2008, Disis, 2014, Peters, 2018, Gonzalez, Hagerling und Werb, 2018).

Ein Beispiel eines Immun-Escape-Mechanismus ist das Verbergen der Krebszellen vor den Im-
munzellen durch eine verringerte Antigenprisentation an der Zelloberfliche. Jedoch werden NK-
Zellen durch Zellen, bei denen wenig MHC-I-Molekiile auf der Zelloberfliche exprimiert sind,
aktiviert und zerstoren diese Zellen. Tumoren bewirken deswegen z.B. wiederum eine Herunter-
regulierung von NK-Zellen (Whiteside, 2008). Selbst (tumorspezifische) T-Zellen kénnen beein-
flusst werden (Gajewski, Schreiber und Fu, 2013).

Die Verinderung des sogenannten Tumormikromilieus trigt insgesamt durch reduzierte Immun-

antworten nachweislich massiv zur Tumorentwicklung bei (Coussens und Werb, 2002).

1.3 Immuntherapie gegen Krebs

1.3.1 Notwendigkeit zielgerichteter Krebstherapie

Zwar sind konventionelle Therapieverfahren wie Chemo-, Strahlentherapie und Operationen in
vielen Krebsbehandlungsfillen wirksam und etabliert, besonders bei bereits fortgeschrittener
Erkrankung sind diese Therapien aber oft nicht ausreichend. Um eine Heilung zu bewirken,
musste in diesen Fillen z.B., um eine vollstindige Tumorentfernung zu erreichen, zu viel gesun-
des Korpergewebe funktionseinschrinkend mitentfernt oder beschidigt werden.

Eine gezieltere Therapie gegen Krebszellen, die gesunde Korperzellen unbeschadet lasst, ist da-
her dringend vonnéten. Zielgerichtete Therapien (,,Zargeted therapies™) zielen spezifisch auf moleku-
lare Eigenschaften von Krebszellen und Vorginge ab, die fiir das Tumorwachstum wichtig sind,
die aber gesunde Korperzellen nicht besitzen (Yan, Rosen und Arteaga, 2011). Es kénnen z.B.
Rezeptoren auf der Zelloberfliche blockiert werden, sodass die Bindung von Wachstumsfaktoren
verhindert wird, oder auch durch Kinasehemmer intrazellulire Signaliibertragungswege der
Krebszellen verhindert werden, sodass diese beschidigt werden, wihrend gesunde Korperzellen

unbeeintrichtigt bleiben (Shariati und Meric-Bernstam, 2019).
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1.3.2 Anwendung von Immuntherapie

Ziel von Immuntherapien ist es, der Immunabwehr die Antigene von Krebszellen wieder besser
zuginglich zu machen und/oder die korpereigenen Abwehrstrategien fiir eine Krebszellzersto-
rung zu stimulieren, sodass die entarteten Zellen spezifisch zerstort werden kénnen (Dougan und

Dranoft, 2009, Zou, 2005).

Um iberschieBende Immunantworten zu verhindern, werden Immunantworten des Koérpers
tber sogenannte Checkpoints reguliert. Diese Immun-Checkpoints sind z.B. ¢ytotoxic T lymphocyte-
assoctated protein 4 (CTLA-4) und programmed cell death protein 1 (PD-1) und fungieren als korperei-
gene , Immunbremse®. Sie regulieren die Stimulation von T-Helferzellen durch APC sowie die
Aktivierung von CTL durch DC (Chemnitz ¢f a/., 2005) .

Tumorzellen nutzen diese regulatorischen Mechanismen fiir sich aus und verstirken sie, um die
gegen sie gerichtete T-Zell-Aktivitit besser zu unterdriicken (Pardoll, 2012).

Mithilfe des immuntherapeutischen Einsatzes von monoklonalen Antikérpern gegen CTLA-4
oder PD-1/PD-L1 (Checkpoint-Inhibitoten) werden die spezifischen, gegen den Tumor gerich-
teten T-Zell-Antworten des Immunsystems wiederhergestellt (Buchbinder und Desai, 2016). Ins-
besondere bei Melanomen, nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und Nierenzellkarzinomen
wird diese Therapieform bereits erfolgreich angewendet (Seidel, Otsuka und Kabashima, 2018,
Zander et al., 2020).

Monoklonale Antikérper, die gegen spezifische Tumorantigene gerichtet sind, ermdéglichen eben-
falls eine Therapie bestimmter Krebsentititen, z.B. Lymphome, Leukidmien, kolorektale Karzi-
nome, Plattenepithel-, Mamma-, Nierenzell- und nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome (An,

2010).

Eine weitere immuntherapeutische Behandlungsméglichkeit ist die CAR-T-Zell-Therapie, die
zurzeit schon bei bestimmten Leukdmien und Lymphomen zur Anwendung kommt. Dem Pati-
enten entnommene T-Zellen werden 7 vitro vermehtrt und durch Transduktion so modifiziert,
dass sie einen chimiren Antigenrezeptor (CAR) exprimieren, der spezifisch an ein Tumorantigen
bindet. Es erfolgt danach die Reinfusion in den Patienten, mit dem Ziel, dass die individuellen
T-Zellen spezifisch die entsprechenden Tumorzellen zerstéren (Ogba ef al., 2018).

Eine lebensbedrohliche Nebenwirkung der CAR-T-Zell-Therapie ist der sogenannte ,,Zytokin-
sturm®, bei dem es durch tibermifige Stimulierung der Leukozyten und pro-inflaimmatorische
Zytokinfreisetzung zu einer starken systemischen Entziindungsreaktion kommt (Cosenza, Sacchi

und Pozzi, 2021). Auch neurologische Nebenwirkungen kénnen auftreten (Rubin ez /, 2019).
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Allgemein sind mogliche Nebenwirkungen von Immuntherapien meist autoimmuner Art. Durch
eine zu starke Aktivierung des Immunsystems kann es zu einer iiberschieBenden Immunreaktion
kommen, die sich am hidufigsten an der Haut manifestiert, oder z.B. als Kolitis, Hepatitis oder in
Form von Endokrinopathien #uBert. Auch Fieber, Ubelkeit, Kopfschmerzen sowie Lymphkno-

tenschwellungen konnen auftreten (Heinzerling ez /., 2019).

Immuntherapien sind bei vielen Krebsarten zum Bestandteil der Standardtherapie geworden
(Phan et al., 2003, Postow, Callahan und Wolchok, 2015). Von groBem Vorteil ist, dass bei An-
sprechen einer immuntherapeutischen Behandlung nicht nur das Krebsgeschwiir behandelt wird,
sondern sich durch die kérpereigene Immunreaktion auch das Risiko fiir ein Wiederauftreten der
Erkrankung und fiir die Ausbildung von Metastasen reduziert (Garnier ez al., 2022, Park, Heo und
Han, 2018).

1.4 Tumorvakzinierung

Ein Vakzin (Impfstoff) im herkémmlichen Sinne soll im Koérper eine langfristige Immunreaktion
mit Bildung von Gedichtniszellen und Antikérpern auslésen, die dazu fithrt, dass das Immunsys-
tem bei spiterem Kontakt mit dem Erreger schon ,,gelernt™ hat, mit ihm umzugehen und ihn
effektiv und schnell abwehren kann; So entsteht ein Schutz vor bestimmten bakteriellen oder

viralen Infektionskrankheiten (Zepp, 2016).

Impfungen gegen eine Infektion mit Viren, die bestimmte Krebsentstehungen foérdern, kénnen
vor diesen Krebsarten schiitzen. Gegen einige HPV-Stimme, die das Risiko fiir Gebirmutter-
halskrebs sowie weitere Krebsarten im Genital- oder Mund-/Rachenbereich erhohen, ist Impfen
moglich. Eine Impfung gegen HBV senkt das Risiko fir die Entwicklung einer Hepatitis mit
nachfolgender Entwicklung von Leberkrebs (Signorelli e al., 2017, Chang ef al., 2009).

Jedoch nicht nur prophylaktisch, sondern auch therapeutisch im Falle einer ausgebrochenen
Krebserkrankung, konnen Impfungen als sogenannte Tumorvakzinierung angewendet werden.
Tumorvakzinierungen stellen einen vielversprechenden Ansatz der Immuntherapie maligner Tu-
moren dar, wobei sie zurzeit als Standardtherapie gegen Krebs noch keine Anwendung finden
(Guo et al., 2013).

Das Immunsystem ist oft durch die Krebserkrankung selbst oder durch notwendige Therapien
geschwicht. Zudem kommt es durch die Immun-Escape-Mechanismen des Tumors zu einer
reduzierten Immunantwort auf die Krebszellen (Kapitel 1.2.4). Mit einer Tumorvakzinierung

sollen den Immunzellen tumorspezifische Antigene verstirkt zuginglich gemacht werden, sodass
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wieder eine starke, spezifische Immunabwehrreaktion gegen die entsprechenden Krebszellen
erzeugt wird. Die Zufithrung des Antigens kann auf unterschiedliche Wege erfolgen: als Gesamt-
Zell-Priparat, als Protein oder Peptidfragment von Tumorantigenen, in RNA- oder DNA-Form,
tber virale Vektoren oder mithilfe antigenprisentierender Zellen (Patel, Kaufman und Disis,
2017, Dougan, Dranoff und Dougan, 2019).

Da das Immunsystem regelhaft spezifische Tumorantigene von APC prisentiert bekommt, ist es
im Hinblick auf Immuntherapien gegen Krebs ein aussichtsreicher Ansatz, diese Zellen, die ge-
nau darauf spezialisiert sind, fremde Partikel aufzunehmen und sie weiteren Immunzellen zu pra-
sentieren, zielgerichtet zu nutzen (Banchereau und Palucka, 2005). Aufgrund ihrer Fihigkeit, en-
dozytierte Tumorantigene tiber Kreuzprisentation iitber MHC-I zu prisentieren und damit spezi-
fische CD8"-CTL direkt zu aktivieren, stellen DC hierfur die bedeutungsvollsten APC dar (Filley
und Dey, 2017, Palucka und Banchereau, 2012).

Fir eine ex vivo-DC-Tumorvakzinierung werden DC (oder ihre Vorlduferzellen Monozyten) iso-
liert, 7z vitro optimal differenziert und mit Tumorantigenen beladen, bevor sie der an Krebs er-
krankten Person zurtick-injiziert werden (Abbildung 2). Diese DC prisentieren die Tumorantige-
ne dann CTL, sodass eine spezifische Immunantwort gegen die entsprechenden Tumorzellen

initiiert oder verstirkt wird (Neill, Adams und Bhardwaj, 2004).
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Abbildung 2: DC-Vakzinierung ex vivo

Schematische Darstellung einer ex ziwvo DC-Tumorvakzinierung: Dem Krebserkrankten wird Blut
entnommen und die isolierten dendritischen Zellen (DC) oder Monozyten werden 7 vitro optimal
differenziert und nach Beladung mit Tumorantigenen re-infundiert. Im Korper der erkrankten Person
induzieren sie dann eine tumorantigenspezifische T-Zell-Antwort. (Weculek ez a/., 2020)

In Deutschland ist ein therapeutischer Impfstoff (DCVax-L) mit autologen, lebenden, tumorly-
satbeladenen DC zur Erginzung der Standardtherapie fiir die Behandlung von Glioblastomen
zugelassen und eine klinisch relevante Verbesserung des Gesamtiiberlebens nachgewiesen (Deng,

Debus und Koénig, 2023).

Eine 7n vivo-Strategie ist die Konjugation von Tumorantigenen an Antikérper (und ggf. ein Ad-
juvans, was die Immunantwort noch verstirken soll), die sich gegen einen von DC exprimierten
Rezeptor richten und den Patienten iiber geeignete Vehikel appliziert werden. Die Tumorantigen-

Antikorper-Komplexe binden an DC und werden von ihnen endozytiert und prozessiert. Nach-
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folgend werden die Antigen(fragmente) prasentiert und tiber T-Zell-Aktivierung eine spezifische

Immunreaktion ausgelost (Kastenmiiller ez 2/, 2014).

DC-basierte Tumorvakzinierungen werden im Allgemeinen gut vertragen und gerade in Kombi-
nation mit anderen Immuntherapien wie Checkpoint-Inhibitoren haben sich vielversprechende
Ergebnisse gezeigt. Die Rate des Therapieansprechen ist jedoch gering, sodass insgesamt noch
wenige Patienten profitieren (Anguille 7 al., 2014).

Eine Verbesserung der Vakzineffizienz zur Erzeugung einer wirksameren Immunantwort bleibt

also von hochstem Interesse.

1.4.1 Nutzung von Nanopartikeln

Zur Verbesserung der Effizienz von zn vivo-Tumorvakzinierungen kann die Auswahl eines geeig-
neten Vehikels beitragen, um die Beladung von DC mit Tumorantigenen zu verbessern, sodass es
zu einer verstirkten Aktivierung der spezifischen Immunabwehr gegen die entsprechenden
Krebszellen kommt. Die Nutzung von Nanopartikeln fir die Verkapselung von Tumorantigenen
scheint hierfiir ein zukunftsweisender Weg zu sein (Shao e7 a/, 2015, Park, Heo und Han, 2018).
Durch eine spezifische Nanopartikel-Umkapselung kann eine gezielte und kontrollierte Abgabe
des Inhalts in vorzugsweise lymphatisches Gewebe, wo der Antigenkontakt und die Differenzie-
rung von Lymphozyten erfolgt, erreicht werden (Fan und Moon, 2015).

Nanopartikel schiitzen die in ithnen transportierten Antigene vor unerwiinschtem (z.B. enzymati-
schem) Abbau und somit vor vorzeitiger Inaktivierung (Pachioni-Vasconcelos ez 4/, 2016). Auch
kann die Dauer des Aufenthalts der Antigene (und ggf. eines die Immunantwort verstirkenden
Adjuvans) im lymphatischen Gewebe durch die Nutzung von Nanopartikeln als Vehikel fur die
Antigene erhoht werden und dadurch die Antigenaufnahme sowie -prisentation verstirkt werden
(Fan und Moon, 2015). Zur Erreichung einer gezielten Abgabe der Antigene spielen Grofe,
Form, Material und Oberfliche der Nanopartikel eine entscheidende Rolle (Benne ez al, 2016).
Nanopartikel weisen zudem je nach Material auch selbst eine Adjuvans-Wirkung auf (Bastola ez
al., 2017).

Nanopartikel als Umkapselung zu nutzen, um den DC die Antigene zuginglich(er) zu machen, ist
fir zukunftsorientierte Immuntherapien des Weiteren deswegen aussichtsreich, weil es méglich
ist, sie nicht-invasiv zu verabreichen (Bernocchi, Carpentier und Betbeder, 2017). Neben dem
Vorteil, dass so die konventionelle, parenterale Gabe einer Impfung als Injektion durch eine an-
genehmere pulmonale Medikamentenverabreichung, z.B. als Inhalations- oder Nasenspray, er-
setzt werden konnte, konnte gezeigt werden, dass nach Verabreichung der Impfung tiber die Mu-

kosa sowohl eine antigenspezifische, systemische Immunreaktion induziert wird, als auch eine
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starke Immunreaktion in der Schleimhaut entsteht (Mitragotri, 2005, Csaba, Garcia-Fuentes und
Alonso, 2009). Mogliche Wege der Aufnahme antigenbeladener Nanopartikel tber die Mukosa
sind die aktive Aufnahme tiber transepitheliale Dendriten der DC oder das passive Durchdringen
der Epithelschicht bis zur Aufnahme in DC (Abbildung 3 A+B). Auch eine Aufnahme tiber M-
Zellen, die die Nanopartikel und Antigene dann Immunzellen zuganglich machen, erscheint mog-
lich (Abbildung 3 C). M-Zellen sind Teil des Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebes
(MALT) und damit auch des nasenassoziierten lymphatischen Gewebes (NALT). Ein weiterer
Weg der Aufnahme wire eine endozytotische Aufnahme in Epithelzellen, was wiederum tber
eine nachfolgende Zytokinproduktion Immunzellen aktivieren wiirde (Abbildung 3 D)
(Bernocchi, Carpentier und Betbeder, 2017).

Nach der Nanopartikelaufnahme prisentieren DC die Tumorantigene und eine gegen die Tumo-

rantigene gerichtete CTL-Aktivierung wird induziert.

NP/antigen

u rb M - i _‘/_L)" ‘k"- 3
: P AV
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.- - - Pt
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DC and CD8+ T cell
priming and/or activation

Abbildung 3: Schematische Darstellung der méglichen Aufnahmewege antigenbeladener
Nanopartikel iiber die Mukosa

A: Aufnahme der Nanopartikel (NP) tiber transepitheliale Dendriten der dendritischen Zellen (DC).
B: Nanopartikelaufnahme durch (passives) Durchdringen der Epithelschicht bis zum Erreichen der
Immunzellen. C: M-Zellen bahnen nach apikaler Aufnahme der NP auf ihrer basalen Seite den Kon-
takt von Antigenen zu den Immunzellen (My = Makrophage, DC, T- und B-Zellen). D: Aufnahme
der NP tber Endozytose in die Epithelzelle, wodurch eine Anregung der Zytokinproduktion erfolgt,
was wiederum die Rekrutierung von Immunzellen nach sich zieht. E: Nach Aufnahme der NP und
Prisentation der Antigene iber MHC erfolgt die CD8"-zytotoxische T-Zell-Aktivierung. (Bernocchi,
Carpentier und Betbeder, 2017)
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1.4.2 Nanopartikel aus Chitosan

Chitosan ldsst sich unter alkalischen Bedingungen iiber Deacetylierungsschritte aus dem Polysac-
charid Chitin gewinnen (Temmeraas e a/., 2002). Es ist das in der Natur am zweithdufigsten vor-
kommende Polymer und findet sich in den Exoskeletten von Krustentieren und Krebsen, sowie
der Zellwand von Pilzen. Chitosan besteht aus (3-1,4 glycosidisch verkniipften N-Acetyl-D-
Glucosaminresten (Abbildung 4, Muanprasat and Chatsudthipong, 2017).

OH OH OH

O OH

0
HOHO _9Ho ~ HO

NH,
NH, NH, :

- N

Abbildung 4: Chemische Struktur von Chitosan (Li ¢f a/., 2013)

Chitosan wird bereits als sicheres Medizinprodukt bei der Behandlung von Wunden angewendet
(Tianhong, Tanaka und Hamblin, 2011). Es ist biologisch abbaubar und ungiftig (Baldrick, 2010).
Neben vielfiltiger kommerzieller Anwendung, z.B. als Emulsionsstabilisator in Kosmetika, wurde
es sogar zur Verwendung in Nahrungserginzungsmitteln zugelassen (Bundesamt fir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit, 2017). Durch seine Biokompatibilitit ist Chitosan sehr
gut als Trigersubstanz fir Arzneimittel nutzbar (Shariatinia, 2019). Aus Chitosan hergestellte
Nanopartikel wurden bereits in mehreren Studien als Vehikel fir den Transport verschiedenster
Medikamente untersucht und als geeignet bestitigt (Mohammed ez 4/, 2017, Alan Smith und
Hinchcliffe, 2014).

Dank mukoadhisiver Figenschaften eignen sich Chitosan-Nanopartikel (CNP) ideal fiir eine
nicht-invasive, z.B. nasale oder inhalative Applikation (Li ¢f a/, 2013). Je hoher das Molekularge-
wicht und der Deacetylierungsgrad von Chitosan, desto stirker ist die elektrostatische Anziechung
und damit die Mukoadhision des positiv geladenen Chitosan an die zu groBen Teilen negativ
geladenen Mukosabestandteile. Dadurch wird die dortige Verweildauer von Chitosan, und damit
auch des transportierten Inhalts, verlingert - und im Falle des Transports von Tumorantigenen
werden stirkere Immunantworten gegen die entsprechenden Krebszellen erreicht (Li ez a/., 2016).
Ein weitere vorteilhafte Eigenschaft von Chitosan ist seine eigene Wirkung als Adjuvans mit ver-

stirkter Aktivierung der Immunzellen (Nishimura ez @/, 1984, Ravindranathan ez 4/, 2016). So-
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wohl eine Forderung der DC-Reifung und verstirkte TH1-Antworten durch Chitosan wurden
nachgewiesen als auch eine Stimulation von NK-Zellen (Carroll e al., 2016, Zaharoff ez al., 2007).
Auf die Auspriagung der immunstimulierenden Wirkung haben Grée, Molekulargewicht,

Deacetylierungsgrad und Viskositit von Chitosan einen Einfluss (Scherlie ez a/, 2013).

1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Der Stellenwert von Immuntherapien gegen Krebs ist in den letzten Jahren gestiegen. Die klini-
sche Anwendung erfolgt fiir immer mehr Krebsarten erfolgreich. Grade Kombinationstherapien
haben die Lebensqualitit und die Uberlebensdauer von vielen erkrankten Personen verbessern
kénnen.

Trotz dieser Erfolge sind viele Krebsarten wie z.B. das duktale Pankreasadenokarzinom (PDAC,
pancreatic ductal adenocarcinoma) nach wie vor kaum kurativ behandelbar. PDAC wird aufgrund we-
nig und unspezifischer Symptome meist erst im fortgeschrittenen, oft schon metastasierten Sta-
dium erkannt und hat eine relative 5-Jahres-Uberlebensrate von nur ca. 11 %. Die Neuerkran-
kungs- und Sterbefille nahmen in den letzten Jahren zu (Siegel ez a/, 2021). Es wird angenom-
men, dass PDAC bis ins Jahr 2030 zur zweithdufigsten krebsbedingten Todesursache wird (Rahib
et al., 2014). Multiple, ausgeprigte immunsupprimierende Mechanismen zeichnen die Tumor-
mikroumgebung des PDAC aus, was zu einer auflergewohnlichen Resistenz gegen Immunthera-
pien fihrt (Fan ez al., 2020, Bockorny, Grossman und Hidalgo, 2022).

Dies verdeutlicht die Wichtigkeit und Notwendigkeit, erfolgsversprechende immuntherapeutische
Strategien weiter zu verbessern. Die Nutzung von Nanopartikeln aus Chitosan zur Férderung der
Aufnahme von Tumorantigenen in APC im Rahmen einer Tumorvakzinierung stellt hierfiir einen
aussichtsreichen Ansatz dar, um die Effizienz der Antigenaufnahme und damit der tumorgerich-

teten Immunantwort auch in sehr immunsupprimierten Umgebungen zu steigern.

Ziel dieser Arbeit war es, die Aufnahme von CNP unterschiedlicher GroéBe in verschiedene APC
zu untersuchen. Das tibergeordnete Ziel ist die Nutzung der CNP als Vehikel fir die Verstirkung
der (Tumor-) Antigenaufnahme und -prasentation, um dadurch schlief3lich eine effektive tumor-
gerichtete Immunantwort durch CTL auszul6sen.

In dieser Arbeit wurden Analysen der Autnahme von CNP in drei GréB3en in Zellen nach
24-stundiger Inkubation mit den CNP durchgefiihrt. Der Aufnahmezeitpunkt sowie die optimale
CNP-Konzentration wurden durch Kinetik- sowie Titrationsuntersuchungen in Vorversuchen
bestimmt.

Neben der Aufnahme in humane DC wurde die Aufnahme von CNP auch in M1- sowie M2-

polarisierte Makrophagen analysiert. Vergleichend erfolgte zudem die Analyse der Partikelauf-



1 Einleitung 17

nahme in die murine DC-Linie DC2.4, um im Hinblick auf zukiinftige 7z vivo-Experimente im
Mausmodell sicherzustellen, dass nicht nur humane, sondern auch murine DC CNP aufnehmen
(und verkapselte Tumorantigene prasentieren).

Untersucht werden sollte zudem, ob CNP spezifisch von APC oder auch von anderen Zelltypen
aufgenommen werden. Aufgrund einer zukiinftig geplanten inhalativen Applikation der Nanopar-
tikel spielten hier Lungenepithelzellen eine besondere Rolle.

Die Bestimmung der CNP-Aufnahme in die verschiedenen Zelltypen erfolgte mittels zweier Ver-
fahren: mit Durchflusszytometrie sowie mit dem ImageStream-Verfahren.

Langfristiges Ziel des Projekts ist eine non-invasive Tumorvakzinierung mittels Verkapselung
von Tumorantigenen in CNP, deren pulmonale Applikation und - durch die Aufnahme der Tu-

morantigene in APC (insbesondere DC) - die Induktion einer tumorgerichteten Immunantwort.
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2 Material

2.1 Gerite und Zubehor

Gerit

Firma

Zentrifugen

Avanti™ J-20 XP Zentrifuge
Eppendorf Centrifuge 5804 R
Heraeus Biofuge pico 17
Heraeus Fresco 17

Heraeus Multifuge X1

JE-5.0 Elutriator

Rotina 420 R

Sprout mini-centrifuge

Beckmann Coulter GmbH, Krehfeld, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Beckmann Coulter GmbH, Krehfeld, DE

A. Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen, DE
Heathrow Scientific, Vernon Hills, USA

Inkubatoren

BBD 6220 CO; Inkubator
Gyro Twister 3D Schiittler
W 12 Wasserbad

WTC ED-53 Inkubator

Thermo Scientific, Schwerte, DE

Labnet, Woodbridge, USA

GB Labortechnik Medingen, Arnsdorf, DE
Binder, Tuttlingen, DE

Messgerite

Amnis ImageStream®X (ISX) Mk II-

Imaging Flow Cytometer

FACScalibur Durchflusszytometer

LSRFortessa Durchflusszytometer

Neubauer Zahlkammer

pH 7110 pH-Meter

Merck Millipore, Darmstadt, DE

Becton Dickinson, Heidelberg, DE

Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Marienfeld GmbH, Lauda-Ko6nigshofen, DE
inolLab, Weilheim, DE

Mikroskope

AE2000

Evos XL Core Cell Imaging System

Konfokalmikroskop CLSM

Motic, Wetzlar, DE
AMG, Bothell, USA
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE
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Andere Gerite

ARPEGE 110 Stickstofftank KWG Isotherm, Karlsruhe, DE
Autoklav SC Matachana GmbH, Selmsdorf, DE
Geftierschrank (-20 °C) Liebherr, Ochsenhausen, DE
HERAFreeze Basic Tiefkithler (-80 °C) Thermo Scientific, Schwerte, DE
Kiihlschrank (4 °C) Liebherr, Ochsenhausen, DE
Magnetrithrer Hei-Mix S Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, DE
Mini Sprithtrockner B-290 Buchi Labortechnik, Essen, DE
Vakuumpumpe Laboport KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE
Vortex Genius 3 IKA-Werke, Staufen, DE

Zetasizer Nano ZS Malvern Instruments, Malvern, UK
Sterilwerkbinke

HERA Safe Thermo Scientific, Schwerte, DE
HERA Safe KS Thermo Scientific, Schwerte, DE
HERAEUS LaminAir HB 2448 Thermo Scientific, Schwerte, DE
Waagen

Precisa B] 2100D Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH
Precisa XB120A Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH
Pipetten

Finnpipette™ F1 0,2-2 ul Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ F1 1-10 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ F1 2-20 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ F1 10-100 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ F1 20-200 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ F1 100-1000 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ Multichannel 5-50 ul Thermo Scientific, Schwerte, DE
Finnpipette™ Multichannel 20-200 pl Thermo Scientific, Schwerte, DE
Pipetboy” acu Integra-Biosciences, Fernwald, DE

Ripette® multistep dispenser Ritter, Schwabmiinchen, DE
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2.2 Verbrauchsgegenstinde

Verbauchsgegenstand

Firma

0,1-10 pl; 10-200 pl; 100-1000 pl
Pipettenspitzen

0,05 ml; 1,25 ml; 5,0 ml Ritips®

0,5 ml; 1,5 ml; 2 ml Eppendorfgefile
15 ml; 50 ml Réhrchen

5 ml; 10 ml; 25 ml serologische Pipetten
6-; 12-; 96-Well Flachbodenplatten
25 cm® Zellkulturflaschen

75 cm?® Zellkulturflaschen

96-Well Rundbodenplatte

CryoPure Gefil3 1,8 ml; weil3

Coverslips Thermanox Plastik, 15 mm

FACS-Réhrchen 500 pl
Micro-Touch Nitril Handschuhe
Parafilm M

Pasteurpipetten ISO 7712; 230 mm

Skalpell
Spritze 20 ml
Transferpipetten 3,5 ml

Vue Life Zellkulturbeutel 32-C 32 ml

Zellschaber 25 cm

2.3  Chemikalien und Reagenzien

Sarstedt, Numbrecht, DE

Ritter, Schwabmiinchen, DE
Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sarstedt, Numbrecht, DE

Nunc Brand Products, Rochester,
New York, USA

Sterilin, London, UK

Ansell GmbH, Miinchen, DE
Brand GmbH, Wertheim, DE
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH,
Sondheim/Réhn, DE

Feather, Osaka, JP

Becton Dickinson, Heidelberg, DE
Sarstedt, Numbrecht, DE
CellGenix GmbH, Freiburg im Breisgau, DE/
Saint-Gobain, Courbevoie, FR

Sarstedt, Numbrecht, DE

Chemikalie /Reagenz

Firma

Accutase®-Lésung mit 0,5 mM EDTA

Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

EMD Millipore Corporation, Temecula,
California, USA/PAN Biotech, Aidenbach, DE
Biomol, Hamburg, DE
PAA, Pasching, AT
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure 10 %

Ethanol 99 %, vollvergallt
Ethanol, reinst
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
FACSflow sheath Trigerflissigkeit
FcR Blocking Reagent, human

FcR Blocking Reagent, murin

Fixierungs-/Permeabilisierungskonzentrat
Fixierungs-/Permeabilisierungsdiluent
Fluormount Aequeous Mountingmedium
FluorSave™ Reagent

Hoechst #33258

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (IKH2PO4)

Keratinozyten MCDB 153 serumfreies Medium

Konservierer fiir Wasserbider
Methanol

Mounting Medium

Nagellack Pro Shine Base Coat
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumpyruvat (100 mM)

Pancoll human; 1,077 g/1
Paraformaldehyd (PFA) 4,5 % (w/v)
Phosphat-gepufferte Saline (PBS)
ohne Ca*", ohne Mg™",

niedriger Endotoxingehalt
Propidiumiodid

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 Medium: 20 g/1 NaHCOs,

11 mM Glukose, kein L-Glutamin,

niedriger Endotoxingehalt

Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Catl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE

Catl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

BD Biosciences, San Jose, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
DE

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach
DE

ol

ol

eBioscience, Frankfurt, DE
eBioscience, Frankfurt, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Merck Millipore, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Munchen, DE
Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Biochrom, Berlin, DE

Catl Roth GmbH, Katlsruhe, DE
Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Thermo Scientific, Schwerte, DE
Manhattan, Paris, FR

Cartl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Biochrom, Berlin, DE

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, DE
BUEFA Chemikalien GmbH, Hude, DE
PAA, Pasching, AT/ Merck Millipore,
Darmstadt, DE

Life technologies, Darmstadt, DE
Biochrom, Berlin, DE
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Salzsdure 1,0 M

Solution 555 Rotor Cleaning Concentrate
Trypanblau-Losung Fluka 0,4 %
Trypsin-EDTA

Chemosolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE

PAA, Pasching, AT

2.4  Puffer
Puffer Zusammensetzung
PBS (10x) 1,37 M NaCl
26,8 mM KCI
97,8 mM Na2HPO4 x 2 H20 17,6 mM
KH2PO4
pH 7,4
Elutriationspuffer 0,1 % (v/v) FCS in PBS
10 mM EDTA
pH 7,4
Fixierungslésung 1% (w/v) PFA in MACS-Puffer

FixPerm-Losung

MACS-Puffer

2.5 Zellbiologische Materialien

Folgende Zellen wurden in dieser Arbeit fiir die Untersuchung der Aufnahme von CNP verwen-

det:

2.5.1 Humane Zelllinien

2.5.1.1 Lungenepithelzellen

25 % (v/v) Fixierungs-/Permeabilisierungs-

konzentrat in Fixierungs-/Permeabilisierungs-

diluent

0,5 % (w/v) BSA in PBS
2mM EDTA

pH 7,4

H441 ist eine immortalisierte humane Zelllinie, gewonnen aus Perikardflissigkeit eines Patienten
mit papillirem Lungenadenokarzinom (Gazdar e al, 1990), die als zn-vitro-Modellzellinie zur Ana-
lyse des Verhaltens von humanem distalen Lungenepithel genutzt werden kann (Salomon ef 4/,

2014).
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Zur Verfigung gestellt wurde die Zelllinie freundlicherweise von Prof. Dr. Fuchs, Experimentelle
Orthopadie und Unfallchirurgie, Klinik fir Orthopidie und Unfallchirurgie, Universititsklinikum
Schleswig-Holstein (UKSH), Kiel.

2.5.1.2 Pankreatische Zellen

HPDE-pBp (auch HPDEG6c7 oder H6c7-pBp-Zellen) sind immortalisierte, benigne humane Pan-
kreasgangepithelzellen (buman pancreatic duct epithelial cells (HPDE)), die aufgrund ihres den norma-
len Pankreasepithelzellen sehr dhnlichen Geno- und Phinotyps als Modell derselbigen dienen
konnen. Sie wurden via HPV-16 E6-/E7-Onkogen immortalisiert (Ducts ¢# al., 1996; Ouyang es
al., 2000).

Generiert und zur Verfiigung gestellt wurden die Zellen von Prof. Dr. Tsao, Ontario Cancer In-

stitute, Toronto, Kanada.

Fir die Generierung der RLT-PSC-Zelllinie wurden aus humanem Pankreasgewebe pankreati-
sche Sternzellen (PSC) isoliert und durch Transduktion von retroviralem Antigen SV40T und
hTERT immortalisiert (Jesnowski ez al, 2005). PSC sind Bindegewebszellen, die im ruhenden
Zustand Vitamin A und Fett speichern, im aktiven Zustand dagegen myofiblastische Eigenschaf-

ten annehmen und Extrazellulirmatrix und Kollagenfasern sezernieren (Apte ez al., 1998).

2.5.2 Murine Zelllinie

DC2.4-Zellen sind immortalisierte, murine dendritische Zellen aus Knochenmark von C57BL/6-
Miusen. Transduktion mittels retroviraler Vektoren fiihrte bei ithnen zu einer Expression von
mye- und raf-Onkogenen. Sie zeigen die typischen morphologischen und funktionellen Charakte-
ristika dendritischer Zellen und exprimieren auch deren spezifische Zellmarker (Shen e al, 1997),
sodass sie in diesem Projekt als DC-Modell-Zelllinie verwendet wurden.

Zur Verfugung gestellt wurde diese Zelllinie freundlicherweise von Prof. Dr. Scherlie3, Pharma-
zeutisches Institut, Abteilung Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie an der Christian-

Albrechts-Universitat zu Kiel.

2.5.3 Humane Primirzellen

Die humanen Primirzellen, aus denen APC wie DC und Makrophagen generiert wurden, wurden
aus Leukozyten-Reduktionskammern isoliert. Die Reduktionskammern wurden vom UKSH-

Blutspendezentrum im Citti-Park in Kiel zur Verfigung gestellt.

Bei den Blutspendern handelte es sich ausnahmslos um gesunde und freiwillige Personen, die

tber die Nutzung ihres Blutes fir Forschungszwecke informiert worden waren und dem zuge-
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stimmt hatten. Die entsprechende Ethikkommisionsgenehmigung tber die Verwendung des er-

haltenen Blutes zu diesem Zwecke liegt vor (Aktenzeichen D 490/17, siche Anhang 8.1).

Der Transport wurde freundlicherweise durch Prof. Dr. Wesch (Institut fiir Immunologie,
UKSH Kiel) und Dr. Résner (Klinik fiir Innere Medizin II mit den Schwerpunkten Himatologie
und Onkologie, UKSH Kiel) organisiert.

2.5.4 Zellkulturzusitze

Zellkulturzusatz Firma

Fotales Kilberserum (FCS) BioLegend, Fell, DE
L-Glutamin PAA, Pasching, AT

MEM nicht-essenzielle Thermo Scientific, Schwerte, DE

Aminosauren-Losung (100X)

Penicillin-Streptomycin (Pen-Strep) PAA, Pasching. AT
Puromycin InvivoGen, Toulouse, FR
Rinderhypophysenextrakt Life Technologies, Darmstadt, DE

25,5 Wachstumsfaktoren und Zytokine

Wachstumsfaktor /Zytokin Firma

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Life Technologies, Darmstadt, DE
human rekombinant

Interleukin-4 (IL-4), human rekombinant BioLegend, Fell, DE
Granulozyten-Monozyten-Kolonie- BioLegend, Fell, DE
stimulierender Faktor (GM-CSF),

human rekombinant

Monozytenkolonie-stimulierender BioLegend, Fell, DE

Faktor (M-CSF), human rekombinant

2.5.6 Mykoplasmen-Kontaminationstest

PCR-Kitsystem Firma

MycoAlert™ Mycoplasma detection kit Lorenza Group, Basel, CH
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2.6 Medien

Zelllinie

Zusammensetzung des Mediums

DC24

H441

HPDE-pBp

Humane DC

Humane Makrophagen

RLT-PSC

RPMI 1640 mit

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) L-Glutamin

1% (v/v) Pen-Strep

1% (v/v) MEM nicht-essenzielle Aminosautren-
Losung

RPMI 1640 mit

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) L-Glutamin

1% (v/v) Pen-Strep

50 % (v/v) Keratinozyten Serum-freies Medium
und 50 % (v/v) RPMI 1640 mit
5% (v/v) FCS

0,5 % (v/v) L-Glutamin

50 pg/ml Rinderhypophysenextrakt
5 ng/ml EGF

4 pg/ml Puromycin

RPMI 1640 mit

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) L-Glutamin

1% (v/v) Pen-Strep

RPMI 1640 mit

1% (v/v) FCS

1 % (v/v) L-Glutamin

1% (v/v) Pen-Strep

RPMI 1640 mit

10 % (v/v) FCS

1% (v/v) L-Glutamin

1 % Natriumpyruvat
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2.7 Antikorper

Alle aufgelisteten Antikérper wurden, wenn nicht mit * oder ** anders angegeben, von der Firma

BioLegend, Fell, DE bezogen.

271 Antikérper fiir die Durchflusszytometrie

Antigen/Fluorochrom Spezies Stock-Konzentration Verdiinnung
(Klon) (Isotyp)

Isotypenkontrollen

IgG1-AF647 Maus 0,2 mg/ml 1:10
MOPC-21) (IgG1)

IgG1-PE Maus 0,2 mg/ml 1:13
MOPC-21) (IgG1)

IgG2a-FITC Maus 0,5 mg/ml 1:250
MOPC-173) (IgG2a)

IgG2a-PE Maus 0,2 mg/ml 1:50
MOPC-173) (IgG2a)

IgG2b-Allophycocyanin -~ Maus 0,1 mg/ml 1:10
(MPC-11) (IgG2b)

Antikérper gegen humane Antigene

CD11b-PE Maus 0,15 mg/ml 1:10
(ICRF-44) (IgG1)

CD11c-Allophycocyanin  Maus 0,1 mg/ml 1:10
(S-HCL-3) (1oG2b)

CD14-PE Maus 0,2 mg/ml 1:50
(M5E2) (IgG1)

CD16-PE Maus 0,1 mg/ml 1:50

(3G8) (1gG1)
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E-Cadherin-AFG647 Maus 0,2 mg/ml 1:10
(67A4) (IgG1)

HLA-DR-FITC Maus 0,2 mg/ml 1:10
(L.243) (IgG2a)

2.7.2 Antikérper fiir die ImageStream-Analyse

Antigen/Fluorochrom Spezies Stock-Konzentration Verdiinnung
(Klon) (Isotyp)

Antikérper gegen humane Antigene

CD11-c-Allophycocyanin Maus 0,1 mg/ml 1:10
(S-HCL3) (IgG2b)

CD49d-PE Maus 0,125 mg/ml 1:20
(9F10) (IgG1)

CD49d-PE* Maus 0,1 mg/ml 1:11
(MZ18-24A9) (IgG2b)

E-Cadherin-AF647 Maus 0,2 mg/ml 1:40
(67A4) (IgG1)

E-Cadherin-AF647 Ratte 0,5 mg/ml 1:5
(DECMA-1) (IgG1)

EpCAM-PE Maus 0,25 mg/ml 1:5
(CO17-1A) (IgG2a)

Antikérper gegen murine Antigene

mCD11c-PE** Armenischer 0,2 mg/ml 1:5

(HL3) Hamster (IgG1)
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2.7.3 Antikorper fiir die Konfokalmikroskopie

Antigen/Fluorochrom Spezies Stock-Konzentration Verdiinnung
(Klon) (Isotyp)

Antikérper gegen humanes Antigen

CD11-c-Allophycocyanin Maus 0,1 mg/ml
(S-HCL3) (IgG2b)

*Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, DE
**BD Pharmingen Biosciences, San Jose, USA

2.8  Chitosan-Nanopartikel

1:50

Die Herstellung und Bereitstellung der Nanopartikel erfolgte durch die AG Prof. Dr. Scherlief3

im Pharmazeutischen Institut, Abteilung Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie an der

Christian-Albrechts-Universitit zu Kiel (Kapitel 3.6).

2.9 Software

Software Firma

FACScalibur CellQuest BD Biosciences, San Jose, USA

Flow]o vs 10.1 Flow]o, LCC, Ashland, USA

IDEAS® Image Analysis Software Merck Millipore, Darmstadt, DE

Image] vs 1.46 National Institutes of Health, Bethesda, USA
LSM image browser Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, DE
Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
Sigma Plot vs 12.5 Systat Software GmbH, Erkrath, DE

Weasel vs 3.0 Walter and Eliza Hall Institute of medical

research, Victoria, USA
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3 Methoden

3.1 Kultivierung von Zelllinien

3.1.1 Auftauen der Zellen

Ein Kryo-Roéhrchen der aufzutauenden Zelllinie wurde aus dem Stickstofftank (-196 °C) ent-
nommen und, um einen entstehenden Unterdruck zu vermeiden, der Verschluss des Réhrchens
sofort leicht gelost. Das Rohrchen wurde fiir zwei Minuten in den Brutschrank gestellt, sodass
sich die darin befindende Zellsuspension langsam erwirmen konnte, ehe sie mit 5-10 ml vorge-
wiarmtem Zellkulturmedium vorsichtig vollstindig verflissigt und in ein 50 ml-Rohrchen tber-
fihrt wurde. Bei der anschlieBenden Zentrifugation bei 300 G fiir 5 Minuten entstand ein Uber-
stand, der abgesaugt werden konnte. Das am Boden des 50 ml-Rohrchens entstandene Pellet mit
den Zellen wurde in 10 ml frischem, der Zelllinie entsprechenden Kulturmedium resuspendiert
und die entstandene Zellsuspension in Zellkulturflaschen Gberfihrt. Am nichsten Tag wurde das

Medium in diesen Zellkulturflaschen erneuert.

3.1.2 Lagerung und Passagierung von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in 75 cm?-Zellkulturflaschen mit je 10 ml entsprechenden
Kulturmediums im Brutschrank bei kontinuietlichen 37 °C, 5 % CO, und 85 % relativer Feuchte
kultiviert. Sie wurden regelmifBig auf das Vorhandensein von Mykoplasmen-Kontaminationen

kontrolliert.

Alle beschriebenen Arbeitsschritte wurden unter sorgfiltiger Einhaltung der Sterilitit unter einer

Sicherheitswerkbank durchgefiihrt.

Ab einer unter dem Lichtmikroskop gepriften 85 %-igen Konfluenz der Zellen am Zellkulturfla-
schenboden wurden die Zellen passagiert. Hierfiir wurde das Medium mithilfe der Vakuumpum-
pe abgesaugt, anschlieBend 5 ml PBS in die Zellkulturflasche gegeben, dieses am Zellkulturfla-
schenboden leicht geschwenkt und wieder abgesaugt. Dieser Vorgang wird als ,,Waschen® der am
Boden der Flaschen angewachsenen Zellen bezeichnet. SchlieSlich wurden 5 ml Trypsin, bzw. bei
DC2.4-Zellen stattdessen 3-5 ml Accutase-Losung, hinzugegeben und je nach Zelllinie 5-20 Mi-
nuten inkubiert, bis die Zellen sich abgekugelt und ihre Adhirenz am Zellkulturflaschenboden

aufgegeben hatten. Dies wurde unter dem Mikroskop tiberpriift, um anschlieBend nach leichtem
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Aufsptilen die Reaktion dieser enzymatischen Ablésung der Zellen durch Zugabe der dquivalen-
ten Menge entsprechenden Mediums zu stoppen. Die entstandene Suspension wurde nun in ein
50 ml-Réhrchen iiberfithrt und es erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 300 G. Der ent-
standene Uberstand wurde abgesaugt und das sich am Boden des Rohrchens befindende entstan-
dene Zellpellett in 10 ml des entsprechenden Kulturmediums resuspendiert. Nun wurden die
Zellen gezihlt und gegebenenfalls erforderliche Mengen fiir Versuche abgenommen. Die verblie-
benen Zellen in Suspension wurden je nach Zellzahl, Wachstumsgeschwindigkeit und je nach
Teilungsrate im Verhaltnis 1:3 bis 1:5 aufgeteilt, in neue Zellkulturflaschen tberfiihrt, jeweils mit
Kulturmedium auf 10 ml aufgefillt, und wieder im Brutschrank gelagert. Wenn dies aufgrund
schnellen Stoffwechsels und Wachstums erforderlich war, erfolgte an Tagen zwischen den Passa-
gierungen zusitzlich ein Mediumwechsel. Dieser wurde durchgefithrt, indem die Zellen nach
Kontrolle unter dem Mikroskop wie oben beschrieben gewaschen wurden und danach 10 ml

frischen Mediums hinzugegeben wurde.

3.1.3 Zihlung der Zellen mittels Neubauer-Zihlkammer

Die Zellen wurden wie unter 3.1.2 beschrieben gewaschen, abgeldst, zentrifugiert und in 10 ml
Zellkulturmedium aufgenommen. 10 ul der Zellsuspension, die vorher noch einmal vorsichtig,
aber grindlich resuspendiert wurde, um eine gleichmifBige Verteilung der Zellen im 50 ml-
Rohrchen zu gewihrleisten, wurden abgenommen und seitlich in eine Neubauer-Zahlkammer
hineinpipettiert. Unter dem Lichtmikroskop wurden nun mithilfe der Zahlkammer diejenigen
Zellen gezahlt, die eine regelmillige, klar begrenzte und intakte Kontur besalen, da bei thnen von
ithrer Viabilitit ausgegangen werden konnte. Optional konnte zum Erkennen von nicht-viablen
Zellen zusitzlich eine Trypanblaufirbung im Verhiltnis 1:10 stattfinden. Bei dieser werden tote
Zellen blau angefirbt, da der Farbstoff Trypanblau infolge der nicht mehr intakten Membran
dieser Zellen in sie eindringen kann. Nach Standardprotokoll wurden beim Zihlen an den Rin-
dern der Quadrate nur die Zellen an den linken und oberen Quadraten der Neubauet-
Zihlkammer mitgezdhlt. Das gezihlte Ergebnis der vier Quadrate wurde durch vier dividiert und
so die Zellkonzentration mit der Einheit 10*/ml ermittelt. Bei einer sehr hohen Zellkonzentration
wurde zur Erleichterung der Zihlung eine 1:10-Verdiinnung hergestellt, deren Zihlergebnis

schlief3lich wieder mit dem Faktor 10 multipliziert wurde.
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3.1.4 Einfrieren von Zellen

Zum FEinfrieren der Zellen wurde zunichst ein Zellpellet generiert, indem die Zellen gewaschen,
aus den Zellkulturflaschen abgelost und zentrifugiert wurden, wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben.
Das Pellet wurde in 100 ul DMSO und 900 ul FCS aufgenommen und die entstandene Suspensi-
on unverziglich in Kryo-Réhrchen tiberfihrt. Diese wurden fir 24 Stunden bei -80 °C in einem
mit Isopropanol gefiillten Gefrierkarussell belassen, um ein gleichmifiges Einfrieren zu ermdgli-

chen. Danach wurden die Réhrchen in einen Tank mit flissigem Stickstoff iberfiihrt.

3.2 Isolierung humaner Primirzellen

3.2.1 Dichtegradientenzentrifugation zur Isolierung primirer mononukleirer Zellen aus

Spenderblut

Vom zur Generierung von humanen Makrophagen und DC verwendeten Blut wurden im Blut-
spendezentrum Citti-Park Kiel in einer Leukozytenreduktionskammer Blutplasma und Throm-
bozyten herausgetrennt, sodass ein kegelférmiger Behilter mit Leukozyten- und Erythrozyten-

Konzentrat Gibrigblieb, der weiterverwendet werden konnte.

Das etwa 5 ml fassende Blutkonzentrat im Kegel wurde in eine mit 10 ml PBS befiillte Zellkul-
turflasche tropfen gelassen, mit PBS auf ein Volumen von 140 ml aufgeftllt und gemischt. Je 35
ml dieser Blut-PBS-Suspension wurden anschlieBend auf je 15 ml Pancoll-Lymphozyten-
Separationsmedium in spitzen 50 ml-Réhrchen langsam hinaufpipettiert, sodass eine klare
Schichtung entstand. Bei Raumtemperatur und 800 G wurden die befiillten Rohrchen fur 25 Mi-

nuten ohne abruptes Beschleunigen oder Abbremsen zentrifugiert.

Diese Dichtegradientenzentrifugation mit dem Zentrifugationsmedium Pancoll, einem Polymer
der Sucrose, fithrt dazu, dass die Blutbestandteile anhand ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit
und Dichte aufgetrennt werden (Boyum, 1964). Es entsteht eine Schichtung, bei der sich in dem
spitzen Rohrchen unten tote Zellen, Granulozyten und aggregierte Erythrozyten sammeln, wih-
rend sich mittig das Zentrifugationsmedium Pancoll befindet. Dariiber ordnen sich die periphe-
ren mononukleiren Blutzellen (PBMC) an und die oberste Schicht beinhaltet restliches Plasma
(Abbildung 5).

Die PBMC konnten aus dieser Schichtung durch vorsichtiges Herauspipettieren entnommen

werden.
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Abbildung 5: Schichtung der Blutbestandteile nach Dichtegradientenzentrifugation

35 ml Blut-PBS-Suspension werden in einem 50 ml-Réhrchen auf 15 ml Pancoll-Separationsmedium
hinaufgeschichtet. Nach der Dichtegradientenzentrifugation befinden sich die (Blut-)Bestandteile
threr Dichte nach getrennt. Unten sammeln sich tote Zellen, Granulozyten und aggregierte Erythro-
zyten, dartiber folgen Pancoll, die peripheren mononukleiren Blutzellen (PBMC) und zuoberst restli-
ches Plasma. (Riedhammer, Halbritter and Weissert, 2014)

3.2.2 Gegenstromzentrifugation zur Trennung von Lymphozyten und Monozyten

Nach zweifachem Waschen der erhaltenen PBMC-Zellsuspension und jeweils nachfolgender
Zentrifugation bei 4 °C und 300 G fir zehn und dann sieben Minuten, etfolgte die Elutriation.
Daftr wurden die Zellen gezihlt und in einer Konzentration von 5 x 108 Zellen pro 50 ml in

Elutriationspuffer aufgenommen.

Die Elutriation beruht auf dem Prinzip der Gegenstromzentrifugation, bei der die Zentrifugal-
kraft eines Elutriatorrotors und die Zugkraft der Stromungsgeschwindigkeit des verwendeten
Mediums genutzt werden (Abbildung 6). Zellen unterschiedlicher GréBe und Dichte kénnen so
in einer Elutriationskammer konzentriert und dann, je nach eingestellter FlieBgeschwindigkeit der
Zellsuspension, als voneinander getrennte Zellfraktionen isoliert aufgefangen werden (Banfalvi,
2008). So ist es moglich, Lymphozyten und Monozyten anhand ihres sich unterscheidenden Se-

dimentationspotentials voneinander zu trennen.
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Abbildung 6: Elutriationsschema

A: Durch die Zentrifugalkraft strémen die Zellen in die Elutriationskammer. B: Es wirken Zentrifu-
gal- sowie die Zugkraft der Fluss-/Stromungsgeschwindigkeit der Suspension auf die Zellen. Es et-
folgt eine Sortierung nach Grofe und Dichte. C: Die Erhchung der Flussgeschwindigkeit fihrt dazu,
dass zunichst kleine, dann die groBeren Zellen aus der Elutriationskammer strémen und diese
schlieBlich sortiert aufgefangen werden kénnen. (Banfalvi, 2008)

Die im Elutriationspuffer gelésten PBMC wurden bei 2305 G der Elutriationszentrifuge, 4 °C
und einer Flussrate von 26 ml/Minute vollstindig in das Elutriationssystem geladen, nachdem
dieses mit 70 %-igem Ethanol, dann autoklaviertem Aqua Bidest (doppelt destilliertem Wasser)
und Elutriationspuffer gewaschen worden war. Die Flussrate konnte in 2 ml-Schritten von

26 ml/Minute bis auf eine Rate von 32 ml/Minute erhoht werden, wihrend dabei je 50 ml Zell-
suspension aufgefangen wurden. Ab dann wurde die Flussgeschwindigkeit bis zu 46 ml/Minute
in 1 ml-Schritten erhoht und weiterhin bei jedem Flussgeschwindigkeitsschritt je 50 ml der Lo-
sung in Réhrchen aufgefangen. Zum Auffangen der letzten noch verbliebenen Zellen in der Elut-
riationskammer wurde die Zentrifuge ausgeschaltet und die hinausgespiilten Zellen in einem wei-
teren Rohrchen aufgefangen. Von jeder aufgefangenen Zellfraktion wurden je 100 ul entnommen

und davon eine durchflusszytometrische Analyse durchgefihrt.

3.23 Bestimmung der Monozytenreinheit mittels Durchflusszytometrie

Die Vorwirtsstreuungsintensitit (forward scatter (FSC) intensity) in der Durchflusszytometrie (auch:
FACS: Fluorescence activated cell sorting (Zellsortierung anhand Fluoreszenz)) bietet eine Auftei-
lungsméglichkeit der Zellen anhand ihrer Gré3e. Monozyten sind gréfer als Lymphozyten. An-
hand der Seitwirtsstreuungsintensitit (side scatter (SSC) intensity) lassen sich die Zellen anhand ihrer
inneren Strukturen, z.B. Granula, Vesikel und Zellkern, aufteilen. Bei Monozyten sind diese im
Vergleich zu Lymphozyten komplexer.

Anhand der durchflusszytometrischen Differenzierung zwischen Lymphozyten und Monozyten
konnten die bei der Gegenstromzentrifugation aufgefangenen Zellfraktionen unter Nutzung von

FSC und SSC auf ihre Reinheiten hin kontrolliert werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Durchflusszytometrische Differenzierung zwischen Monozyten- und
Lymphozytenpopulationen

Die Abbildung zeigt einen reprisentativen ,,Dot Plot* einer Elutriationsfraktion, in der Lymphozyten
und Monozyten enthalten sind. Auf der X-Achse ist anhand FSC (forward scatter) die ansteigende Gro-
e der Zellpopulationen, auf der Y-Achse anhand SSC (side scatter) die ansteigende Granularitit darge-
stellt. Es zeigen sich zwei Zellpopulationen, wobei die kleinere und weniger granulierte Population
Lymphozyten (hier 12,7 %) und die gréBBere, mehr granulierte Population Monozyten (in dieser Frak-
tion 62 %) sind. Punkte auBerhalb der Populationsumrahmung wurden als Debris gewertet. Farbliche
Darstellung der Zunahme des Anteils von blau, tiber griin und gelb bis rot.

AusschlieBlich Monozytenfraktionen mit einer Reinheit ab 90 % wurden fiir die nachfolgenden
Experimente verwendet. Die Monozyten wurden bei 300 G fir 10 Minuten bei 4 °C zentrifu-
giert, die Uberstinde abpipettiert, die Zellen zusammengefiigt und gezihlt. Die benétigte Zellzahl
wurde in 10 ml Zellkulturmedium aufgenommen, welches mit 10 % FCS fur die anschlieBende
Differenzierung zu DC oder 1 % FCS fir die anschlieBende Differenzierung zu Makrophagen,

sowie je 1 % L-Glutamin und 1 % Penicillin-Streptomycin versetzt wurde.

3.3 Differenzierung humaner Primirzellen zu antigenprisentierenden
Zellen

3.3.1 Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen

Fir die DC-Differenzierung wurden die erhaltenen Monozyten in threm Medium mit 10 % FCS

in einer Konzentration von 1x10°/ml/Well in einer 12-Well-Platte ausgesit. Die Zellen wurden
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zuerst adhirieren gelassen und dann nach etablierten Standardprotokollen (Posch, Lass-Florl und
Wilflingseder, 2016, Nair, Archer und Tedder, 2012) am ersten und erneut am dritten Tag mit je
800 U/ml GM-CSF und 250 U/ml IL.-4 stimuliert und fir insgesamt funf Tage differenzieren
gelassen. Der stattgefundene Differenzierungsprozess der DC wurde regelmiflig mittels phino-
typischer Oberflichencharakterisierungen von CD11b, CD11c, HLA-DR, CD14 und CD16
durchflusszytometrisch bestitigt (Kapitel 3.8).

3.3.2 Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen

Fiir die Differenzierung von Monozyten zu Makrophagen wurden je 15 x 10° Zellen in 27 ml
Makrophagen-Medium mit 1 % FCS und 240 U/ml GM-CSF oder M-CSF luftblischenfrei in
Zellkultur-Teflonbeutel tiberfiihrt, die mit 70 %-igem Ethanol beftllt gelagert und vor der Befiil-
lung mit Zellen zweifach mit sterilem PBS gespiilt worden waren. Die mit der Monozytensuspen-
sion befillten Beutel wurden im Brutschrank gelagert. Nach sieben Tagen Differenzierungszeit
wurde der Beutel fiir eine Stunde auf Eis gelegt, sodass die Zellen sich vom Beutelinneren abl6s-
ten. AnschlieSend wurde die Zellsuspension in ein 50 ml-Réhrchen tiberfiihrt, die Zellen bei

300 G fir 10 Minuten zentrifugiert, in 10 ml entsprechendem Medium resuspendiert und gezihlt.
Der Beutel wurde zweimal mit PBS und zweimal mit Ethanol gespiilt, ehe er mit 15 ml Ethanol

beftllt bei Raumtemperatur wieder eingelagert wurde.

Bei einer Stimulation der Monozyten mit dem Wachstumsfaktor GM-CSF erhielten die entste-
henden Makrophagen eine eher proinflammatorische M1-Polarisierung, wihrend sie bei Stimula-
tion mit M-CSF eine tberwiegend antiinflammatorische M2-Polarisierung erfuhren. Dies konnte
anhand durchflusszytometrischer Phianotypisierung der Oberflichenmolekiile verifiziert werden

(Kapitel 3.8).

3.4 Aussaat der Zellen fiir Nanopartikelaufnahmeversuche

Fur die Nanopattikelaufnahmeversuche wurden alle Zellen in 12-Well-Platten in je 1 ml/Well
ausgesit und vor dem eigentlichen Versuchsbeginn fir 24 Stunden am Wellboden anwachsen
gelassen. Die ausgesite Zellzahl war hierbei abhingig vom unterschiedlich schnellen Wachstum
und den verschiedenen Teilungsraten der verwendeten Zellen. Je nach benétigter Zellzahl wur-
den fur die durchflusszytometrischen Versuche und fir die Konfokalmikroskopie fiir die Ver-
suchsansitze zwei Wells ausgesit, diese gleich behandelt und zur Analyse der Zellen gepoolt. Fiir
ImageStream-Analysen und durchflusszytometrische Analysen, bei denen weitere Firbungen

notwendig waren, wurden jeweils vier Wells genutzt.
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Die pankreatischen Zelllinien wurden jeweils in zwei verschiedenen Konzentrationen wachsen
gelassen, um das Aufnahmeverhalten der Zellen in einem eher lockeren Zellverband und in ei-

nem dichten Zellrasen differenziert beurteilen zu kénnen.

3.5 Kokultur

Zu den differenzierten humanen DC wurden pro Well in einer 12-Wellplatte je 1 x 10° H441-
Lungenepithelzellen in 50 pl Zellmedium zugegeben. Zusitzlich wurden als Kontrolle sowohl
DC als auch H441-Zellen alleine als Monokultur ausgesit. Nach 24 Stunden wurde der epitheliale
Phinotyp der H441-Zellen lichtmikroskopisch tiberprift. Zu diesem Zeitpunkt wurde ein Zell-
verhiltnis von 1:3 DC zu H441-Zellen erreicht und die CNP wurden zugegeben.

3.6 Chitosan-Nanopartikel

3.6.1 Herstellung der Chitosan-Nanopartikel

Die Herstellung der CNP erfolgte durch die AG Prof. Scherlie im Pharmazeutischen Institut,
Abteilung Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie an der Christian-Albrechts-
Universitat zu Kiel.

Durch ionische Gelierung und unter Verwendung von Carboxymethylcellulose (CMC) als Ge-
genion wurden aus Chitosan CNP hergestellt (Abbildung 8).

20pum

4

Abbildung 8: Chitosan-Nanopartikel
Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Chitosan-Nanopartikel in Mannitol (Heidland, 2018)
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Die GroBle der CNP konnte durch Variierung der Menge der CMC beeinflusst werden und wur-
de von der AG Prof. Scherliel3 durch eine Messung mit dem Zetasizer verifiziert.

Die Partikel wurden mit Fluorescein-Isothiocyanat Isomer I (FITC)-Fluoreszenzfarbstoff konju-
giert, um sie in den experimentellen Analysen sichtbar machen zu kénnen.

Nach Spriihtrocknung der Partikel war es moglich, diese in Pulverform bei 4 °C im Dunklen zu
lagern. Als Tragersubstanz fur die verwendeten CNP wurde im Verhiltnis 1:20 Mannitol benutzt.

Die verwendeten Portionen a 42 mg enthielten somit je 2 mg Chitosan und 40 mg Mannitol.

3.6.2 Grofle der Chitosan-Nanopartikel

Genutzt wurden CNP mit unterschiedlicher GroBe: 90/10, 90/20 und 90/50. Einfluss auf die
GroBe der CNP haben sowohl Deacetylierungsgrad als auch Viskositit.

Der Deacetylierungsgrad ist dabei in Prozent als erste Ziffer angegeben und betrug bei allen ver-
wendeten Partikeln 90 %.

Das Molekulargewicht kann iiber die Viskositit definiert werden, welche jeweils als zweite Ziffer
als Viskositit einer 1 %-igen Losung in 1 % Essigsdure in mPa-s angegeben ist.

Die kleinsten Partikel (90/10-CNP) befanden sich im GroBenbereich von 180 nm bis 260 nm,
wihrend die mittlere PartikelgroBe (90/20-CNP) 400 nm bis 550 nm und die gréBte (90/50-
CNP) 980 nm bis 1000 nm betrug. Durchschnittlich wurden 200 nm, 450 nm und 980 nm er-
reicht (Tabelle 1).

Tabelle 1: Chitosan-Nanopartikelgréf3en

Einfluss auf die Gro3e der Chitosan-Nanopartikel (CNP) haben sowohl Deacetylierungsgrad als auch
Viskositat. Die erste angegebene Ziffer der CNP bezeichnet den Deacetylierungsgrad in Prozent, die
zweite Ziffer bezeichnet die Viskositit in mPa's. Angegeben ist die durchschnittlich erreichte Grof3e
der CNP in nm.

Chitosan-Nanopartikel Durchschnittliche Gré3e
90/10-CNP 200 nm
90/20-CNP 450 nm
90/50-CNP 980 nm

3.7 Inkubation der Zellen mit Chitosan-Nanopartikeln

Die pulverisierten CNP dreier GréBen in Portionen a 2 mg Chitosan (und 40 mg Mannitol als

Trigersubstanz) wurden in je 2 ml Zellkulturmedium gelést. Von der entstandenen Suspension
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wurde je 100 pl zu je 1 ml/Well der 24 Stunden zuvor ausgesiten Zellen gegeben. Als Kontrolle
wurden immer auch Wells mit Zellen ohne Nanopartikelbehandlung belassen. Die Zellen wurden

nach der Zugabe der CNP fiir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert.

3.8 Durchflusszytometrische Analyse

3.8.1 Vorbereitung der Zellen

Die fiir 24 Stunden mit CNP inkubierten Zellen und die unbehandelten Kontrollen wurden unter
dem Lichtmikroskop auf Vitalitit kontrolliert und anschlieBend mit je 500 ul PBS pro Well gewa-
schen. Bei den humanen und murinen DC wurden danach 500 pl Accutase-Losung pro Well hin-
zugegeben und im Brutschrank bis zur Abkugelung der Zellen inkubiert. Alle anderen Zellen
wurden mit je 500 ul Trypsin pro Well vom Wellboden geldst.

Zum vollstindigen Ablésen der Zellen wurden 400 pl der 500 pl-Zellsuspension vorsichtig aus
dem Well heraus pipettiert, dieses noch einmal damit gesptilt, und schlieBlich die kompletten 500
ul Volumen pro Well aufgenommen. Die jeweils zwei zusammengehérigen Zellsuspensionen
einer Behandlung wurden gemeinsam in ein 2 ml-Reaktionsgefil3 Giberfiihrt, wo die enzymatische
Reaktion der Ablosung der Zellen mit der dquivalenten Menge von 1 ml Medium abgestoppt
wurde. Nun erfolgte eine 10-miniitige Zentrifugation der Zellen bei 300 G. Eine Ausnahme bil-
deten die humanen DC, die lediglich 5 Minuten zentrifugiert wurden. Die entstandenen Uber-
stinde wurden abgenommen und das Zellpellet in 300 ul MACS-Puffer gelést. AnschlieBend
wurde erneut zentrifugiert und wiederum die Uberstinde abgenommen.

Fir die Analyse der Zell-CNP-Assoziation mittels Durchflusszytometrie wurden die pelletrierten
Zellen in 100 pl PBS aufgenommen und unmittelbar danach mit dem Durchflusszytometer ge-

messen.

3.8.2 Fiarbung zur Analyse der Zellcharakterisierung

Fir die Charakterisierungen der humanen DC sowie der Makrophagen, erfolgte eine Firbung
von spezifischen Oberflichenantigenen der Zellen. Auch fir die Kokulturversuche mit den hu-
manen DC und Lungenepithelzellen erfolgte dies, um beide Zellpopulationen voneinander diffe-
renzieren und die jeweiligen Nanopartikelassoziationen eindeutig einem Zelltyp zuordnen zu
konnen.

Fiir die Firbung wurden nach der Zentrifugation die Zellen gezihlt, pro Ansatz 1 x 10° Zellen in
25 ul MACS-Puffer und FC-Block (1:100) aufgenommen und fiir 10 Minuten bei Raumtempera-

tur inkubiert, um unspezifische Antikérperbindungen zu verhindern.
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Nach einer Zugabe von 100 ul MACS-Puffer pro Well wurden die Zellen fir 10 Minuten bei 300
G und 4 °C zentrifugiert. Die DC wurden nur 5 Minuten zentrifugiert.

Alle folgenden Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter grof3tmoglicher Vermeidung von Licht-
exposition durchgefiihrt. Die entstandenen Uberstinde wurden entfernt und die Zellen in der
benotigten Antikorper-Verdiinnung in 25 ul MACS-Puffer pro Ansatz in einer spitzen 96-
Wellplatte aufgenommen. Die jeweils verwendeten Verdinnungen fiir die Antikérperfirbungen
sind im Abschnitt 2.7.1 aufgefiihrt.

Die Inkubation mit den fluoreszenzdirektkonjugierten Antikorpern erfolgte fiir 15 Minuten bei

4 °C. Danach wurden die Zellen zweimal gewaschen, zentrifugiert und schlieBlich in 100 pl

1 % PFA in MACS-Puffer aufgenommen und in ein FACS-Réhrchen iiberfiithrt, welches bis zur

Analyse mit Parafilm verschlossen wurde.

3.8.3 Durchfithrung der Durchflusszytometrie und Auswertungsmethode

Am Durchflusszytometer wurden fiir jede Messung mindestens zehntausend Zellen aufgenom-
men. Die Zellen wurden zuerst hinsichtlich ihrer GroB3e und Granularitit im Vorwirts- und Seit-
wirtslicht (FSC und SSC) gemessen. Damit wurde ein ,,Gating™ erstellt, anhand dessen z.B.
Detritus, tote Zellen und freie CNP aus den folgenden Analysen ausgeschlossen werden konnten
(Abbildung 9 A).

Die anschlieSenden Messungen erfolgten hinsichtlich des FITC-Signals der CNP gegentiber FSC.
Hierbei erfolgte das ,,Gating®™ anhand der Kontrollgruppe, d.h. den Zellen, denen keine CNP
zugefiigt worden waren (Abbildung 9 B).

Es wurde mithilfe der Weasel und der FlowJo-Software sowohl die Fluoreszenzintensitit als auch

der Anteil an FITC-positiven Zellen bestimmt.
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Abbildung 9: Durchflusszytometrie ,,Gating

A: Lediglich die mutmallich vitale Zellpopulation wurde in die Analyse eingeschlossen (schwarze
Umrahmung). Tote Zellen sowie Zellteile und freie Nanopartikel (auBerhalb der schwarzen Umrah-
mung) wurden aus der Analyse ausgeschlossen. B: Es erfolgte die Analyse des Fluoreszenzsignals der
zuvor eingeschlossenen Zellpopulation. Die Grenze fiir die Analyse wurde anhand der Zellkontrolle
ohne Nanopartikelzugabe gesetzt (schwarze Linie). Die Fluoreszenzintensitit und der Anteil an Fluo-
reszenz-positiven Zellen wurde fur alle drei Chitosan-NanopartikelgréBen (90/10, 90/20, 90/50)
bestimmt. Farbliche Darstellung der Zunahme des Anteils von blau, Giber griin und gelb bis rot.

3.9 ImageStream-Analyse

Die Membranfirbung der Zellen fir die ImageStream-Analyse der CNP-Aufnahme erfolgte
weitgehend nach dem Firbeprotokoll fir die Durchflusszytometrie (Kapitel 3.8.2). Es waren
hierfiir jedoch doppelt so viele Zellen notwendig. Die Zellen wurden nach ihrer Ablésung und
den Waschschritten fiir 30 Minuten in 50 uL. der entsprechenden Antikérperverdinnungslosung
bei 4 °C inkubiert. Nach erfolgter Firbung wurden die Zellsuspensionen nach zweimaliger Wa-
schung mit MACS-Puffer in 50 L eines 1 %-igen PFA/MACS-Puffers fixiert und bis zur Mes-
sung kalt und dunkel gelagert.

ImageStream kombiniert die durchflusszytometrische Technik mit detaillierter Mikroskopie.
Durch die Membranfirbung der Zellen sowie durch die hellfeldmikroskopischen Bilder konnten
die Zellgrenzen visuell dargestellt werden, sodass die Moglichkeit entstand zu bestimmen, ob sich

Nanopartikel-FITC-Signale innerhalb oder aulerhalb der Zelle befanden. Es wurde das Verhilt-
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nis von intrazellulirem zum gesamten FITC-Signal und somit ein Internalisierungsscore errech-
net. Je mehr Fluoreszenzsignal sich intrazellulir befand, desto héher war der Internalisierungs-
score. Des Weiteren wurde der Anteil an Zellen in Prozent bestimmt, in denen sich intrazellulares
FITC-Signal befand, die also CNP aufgenommen hatten.

Die ImageStream-Analyse erfolgte mit dem Amnis ImageStream®X Mk II Imaging Flow Cyto-
meter und der IDEAS® Image Software.

3.10 Konfokalmikroskopie

Fir die Farbung der Zellen zur Darstellung unter einem Konfokalmikroskop wurden die zuvor
nach beschriebenem Protokoll (Kapitel 3.3.1) - aber auf Deckglidschen - differenzierten DC in
einer Dichte von ca. 350.000 Zellen/Well fur 24 Stunden mit FITC-gekoppelten CNP inkubiert
und danach mit 500 pl PBS/Well gewaschen. Nach einer sich anschlieBenden 15-miniitigen
Fixierung der in der Wellplatte verbliebenen Zellen mit 4,5 %-igem PFA wurden die Zellen drei-
malig auf einem Schittler mit PBS gewaschen. Daran schloss sich eine 30-minttige Inkubation
mit 4 % BSA/PBS bei Raumtemperatur zur Blockierung unspezifischer Immunglobulinbindun-
gen an. Pro Deckglischen wurden je 100 pl einer 1 % BSA/PBS-Losung mit fluoreszenzmarkier-
tem Antikérper (Kapitel 2.7.3) fir die Zellmembranfirbung und Hoechst #33258 (Verdiinnung
1:500) fur die Kernfirbung auf eine mit Parafilm bezogene Glasplatte pipettiert. Die Deckglis-
chen wurden mit einer Pinzette aus der Well-Platte entnommen und mit der Zellseite bldschen-
frei auf die Losung gelegt. Anschlieend erfolgte die Inkubation bei Raumtemperatur im Dunk-
len in einer Feuchtkammer. Nach sich anschlieBendem viermaligen, 5-miniitigen Waschen mit
PBS im Dunklen, wurden die Deckgliaschen mit Eindeckelungsmedium auf Objekttriger aufge-
bracht, trocknen gelassen und schlieBlich mithilfe durchsichtigen Nagellacks befestigt und versie-
gelt. Bis zur Durchfiihrung der Konfokalmikroskopie wurden die Deckglischen dunkel und bei
4 °C gelagert.

3.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in dieser Arbeit durchgefithrten Experimente erfolgte mit
SigmaPlot Version 12.5. Nach dem Shapiro-Wilk-Normalititstest, der durchgefithrt wurde, um
festzustellen, ob die Daten normalverteilt sind, folgte ein Test auf gleiche Varianz.

Fir den Vergleich zweier normalverteilter, parametrischer Datengruppen wurde der t-Test ver-
wendet. Mehr als zwei Gruppen wurden untereinander mit dem one-way analysis of variance (ANO-

VA) auf statistisch signifikante Unterscheidungen hin gepriift.
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Zwel nicht-parametrische Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney Rangsummentest analysiert,
wihrend multiple Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test (one-way ANOVA on ranks) geprift wur-
den.

Als statistisch signifikant wurden Unterschiede zwischen den Gruppen mit p-Werten < 0,05 ge-
wertet. Diese wurden mit der Student-Newman-Keuls-Methode bei parametrischen Daten und
mit der Dunn-Methode bei nicht-parametrischen Daten ermittelt. Sie wurden mit * gekennzeich-

net.
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4  Ergebnisse

4.1 Assoziation von Chitosan-Nanopartikeln und antigenprisentierenden

Zellen

4.1.1 Analyse der medianen Fluoreszenzintensitit mittels Durchflusszytometrie

Um zunichst die Assoziation von CNP und Zellen zu untersuchen, erfolgte 24 Stunden nach
Inkubation der APC mit den CNP eine durchflusszytometrische Analyse. Bei allen untersuchten
APC konnte mittels Fluoreszenzintensititsmessung eine Assoziation der Zellen mit den fluores-
zenzgekoppelten CNP nachgewiesen werden. Es zeigte sich in allen untersuchten Zellgruppen
ein deutlicher Anstieg der gemessenen medianen Fluoreszenzintensitit mit ansteigender Nano-

partikelgro3e (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Mediane Fluoreszenzintensitit bei antigenprisentierenden Zellen nach
Inkubation mit Fluorochrom-gekoppelten Chitosan-Nanopartikeln

Durchflusszytometrische Analysen 24 Stunden nach Zugabe der CNP (100 pg/ml) in drei GréBen
(90/10, 90/20 und 90/50) zu dendritischen Zellen (A: murine DC2.4, B: humane DC) und C: M1-
Makrophagen und D: M2-Makrophagen. Dargestellt sind die Mittelwerte der medianen Fluores-
zenzintensitit des abgegebenen FITC-Signals mit den Zellen assoziierter CNP mit Standardabwei-
chung aus mindestens drei unabhingig voneinander durchfithrten Experimenten.

4.1.2 Bestimmung des Anteils an FITC-positiven Zellen

Neben der Fluoreszenzintensitit wurde 24 Stunden nach Inkubation der APC mit den CNP an-
hand der durchflusszytometrischen Analysen und mithilfe der Weasel- sowie FlowJo-Software
der Anteil an Zellen bestimmt, die ein Fluoreszenzsignal abgaben und somit mit den fluoreszenz-
konjugierten Nanopartikeln assoziiert waren (Abbildung 11).

In den Analysen der murinen DC ergab sich ein Anteil an FITC-positiven Zellen von tiber 99 %

fir alle drei NanopartikelgroBen (Abbildung 11 A). Bei den humanen DC ergab sich mit anstei-
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gender NanopartikelgroBle ein steigender Anteil an Zellen, die mit CNP assoziiert waren: 61 %
bei 90/10-CNP, 79 % bei 90/20-CNP und 84 % bei 90/50-CNP (Abbildung 11 B). In allen
Makrophagenversuchen lag der Anteil an Zellen mit Nanopartikelassoziation bei tber 90 %

(90,5-93 %) (Abbildung 11 C+D).
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Abbildung 11: Anteil an FITC-positiven antigenprisentierenden Zellen nach Inkubation
mit Fluorochrom-gekoppelten Chitosan-Nanopartikeln

Durchflusszytometrische Analysen 24 Stunden nach Zugabe der CNP (100 pg/ml) in drei GréBen
(90/10, 90/20 und 90/50) zu dendritischen Zellen (A: murine DC2.4, B: humane DC) und C: M1-
und D: M2-Makrophagen. Dargestellt sind die Mittelwerte des Anteils an Zellen in Prozent, die mit
FITC-konjugierten CNP assoziiert sind, mit Standardabweichung, aus mindestens drei unabhingig

voneinander durchfithrten Experimenten.
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4.2 Morphologie dendritischer Zellen nach Aufnahme der
Chitosan-Nanopartikel

Um eine mégliche morphologische Verinderung der Zellen, vor allem der DC, durch die Zugabe
von CNP zu erkennen, wurden die humanen DC 24 Stunden nach Inkubation mit den verschie-
den groBen CNP lichtmikroskopisch untersucht. In der unbehandelten Kontrollgruppe prisen-
tierten sich die DC mit charakteristischer Differenzierung mit langen, dinnen Zellfortsitzen
(Dendriten) in einer gleichmilBigen Verteilung Gber den Wellboden (Abbildung 12 A). Nach In-
kubation mit 90/10-CNP und 90/20-CNP fur 24 Stunden ergab sich keine lichtmikroskopisch
erkennbare verinderte Zellmorphologie der humanen DC, jedoch ein mit der GroBe der Partikel
ansteigender Anteil an orange-braunen Ansammlungen, die mutmalllich agglomerierte Nanopar-
tikel darstellten (Abbildung 12 B+C). Eine sichtbare Verinderung der Morphologie der DC zeig-
te sich nach Stimulation mit den gro3ten CNP, den 90/50-CNP (Abbildung 12 D). Der Anteil an
mit Ausldufern differenzierten DC war erniedrigt und die Zellverteilung im Well gruppierter. Der

Anteil an abgekugelten Zellen erhohte sich und agglomerierte CNP waren gehduft darstellbar.

Abbildung 12: Lichtmikroskopie der humanen dendritischen Zellen nach Zugabe von
Chitosan-Nanopartikeln verschiedener Grof3e

Reprisentative lichtmikroskopische Bilder humaner dendritischer Zellen, aufgenommen mit 280-
facher VergroBerung. A: unbehandelt; B-D: 24 Stunden nach Zugabe von 100 pg/ml Chitosan-
Nanopartikeln in Grée B: 90/10, C: 90/20, D: 90/50.
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4.3 Aufnahme von Chitosan-Nanopartikeln in antigenprisentierende

Zellen

4.3.1 Analyse der Aufnahme von Chitosan-Nanopartikeln mittels ImageStream-

Vetrfahren

Mit dem ImageStream-Verfahren, welches hochauflésende Mikroskopie und Durchflusszytomet-
rie kombiniert, sollte untersucht werden, ob die CNP nicht nur mit den Zellen assoziiert sind,
sondern von ihnen aufgenommen werden. Mit dem Verfahren wurde differenzierbar, ob die
FITC-gekoppelten CNP an der Zelle assoziiert sind oder sich innerhalb der Zelle befinden. Zu
diesem Zweck erfolgte eine Oberflichenmarkierung der zu untersuchenden Zellen mit fluores-
zenzkonjugierten Antikérpern (Kapitel 2.7.2, Kapitel 3.8.2), um die Zellgrenzen genau darzustel-
len und die Unterscheidung von intra- oder extrazellulirem FITC-CNP-Signal zu erméglichen.
Mittels ImageStream-Verfahren lieBen sich Zellen ohne CNP-Aufnahme (Abbildung 13 A) deut-
lich von Zellen mit Aufnahme von CNP (Abbildung 13 B+C) unterscheiden.

Auch die Differenzierung zwischen sich an der Zelle befindenden CNP oder vollstindig interna-

lisierten CNP erfolgte mittels ImageStream (Abbildung 13 B).
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Hellfeldmikroskopie = Nanopartikel Oberflichenfirbung Uberlagerung

Abbildung 13: ImageStream-Bilder von humanen dendritischen Zellen nach Inkubation

mit Chitosan-Nanopartikeln

Darstellung reprisentativer Bilder humaner dendritischer Zellen (DC) nach Inkubation mit
100 pg/ml 90/10-CNP fir 24 Stunden, analysiert mit ImageStream-Bildzytometrie. A: DC ohne
CNP-Aufnahme: jegliches CNP-FITC-Signal befindet sich extrazellulir. B: CNP innerhalb und au-
Berhalb (an) der Zelle. C: CNP ausschlieSlich innerhalb der DC. Griin = FITC-konjugierte CNP;
rot = CD11c-Allophycocyanin-Oberflichenfirbung der DC

Mittels der hellfeldmikroskopisch erzeugten Aufnahmen jeder gemessenen Zelle liel3 sich tber
die IDEAS® Image Analysis Software eine automatisierte Erkennung der Zellgrenzen ohne Nut-
zung der Membranfirbung einrichten. Abbildung 14 A zeigt ein mégliches Problem der automa-
tisierten Zellgrenzenerkennung lediglich anhand der Hellfeldmikroskopie. Die Zellgrenzen wur-
den in diesem Beispiel durch auflen an der Zelle haftende mit eingeschlossene CNP falsch erfasst,
sodass diese CNP falschlicherweise als intrazellulir gewertet wurden. Durch die Internalisie-
rungsbestimmung anhand der Oberflichenfirbung bei der gleichen Zelle wurde deutlich, dass
sich Teile der CNP extrazellulir befinden (Abbildung 14 B).

Uber einen direkten Vergleich der Messungen anhand der Zellgrenzen in Hellfeldmikroskopie
oder anhand der Oberflichenfirbung zeigte sich, dass diese Fille nicht in relevanter Anzahl vor-
kommen, sodass sie das Ergebnis der Image Stream-Analysen, fur die jeweils mindestens zehn-

tausend Zellen gemessen wurden, nicht verindern (Abbildung 14 C). Eine manuelle Anpassung
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der Internalisierungsmaske anhand der visuellen Uberpriifung der gemessenen Zellen war még-
lich. Die Bestimmung der Internalisierung von CNP in Zellen konnte anhand der erstellten In-
ternalisierungsmaske somit auch fiir Zellen ohne eine nach der CNP-Inkubation erfolgte Membz-

anfirbung etabliert werden.

A Hellfeld-Tnternalisierungsmaske

B Bestimmung der Internalisierung anhand Membranfirbung
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Abbildung 14: Bestimmung der Internalisierung der Chitosan-Nanopartikel und Berech-
nung der Internalisierung anhand der Hellfeldmikroskopie oder Membranfirbung

A+B: Reprisentative Bilder einer humanen dendritischen Zelle (DC) nach Inkubation mit 100 pug/ml
90/10-CNP fur 24 Stunden, aufgenommen und analysiert mittels ImageStream-Verfahren. A: Zell-
grenzenbestimmung mittels Hellfeldmikroskopie. B: Zellgrenzenbestimmung mittels Fluoreszenz-
Oberflichenmarkierung/Membranfirbung. C: Berechnung des Anteils an humanen DC, die CNP in
drei verschiedenen GroBen (90/10, 90/20 und 90/50) nach Inkubation (100 ug/ml) fiir 24 Stunden
aufgenommen haben, anhand der Hellfeldmikroskopie (links) oder der Membranfirbung (rechts).
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei unabhingig voneinander durchgefiihrten
Experimenten. Blau = , Internalisierungsmaske®; griin = FITC-konjugierte-CNP; rot = CD1lc-
Allophycocyanin-Oberflichenmarkierung der DC; ub = unbehandelt
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4.3.2 Bestimmung des Internalisierungsscores

Das Ausmal3 der Aufnahme der fluoreszenzgekoppelten CNP in die APC wurde durch Bestim-
mung eines Internalisierungsscores ermittelt. Je mehr Fluoreszenzsignal sich intrazellulir befand,
desto mehr CNP waren aufgenommen worden und desto héher war der Wert des Internalisie-
rungsscores. Bei gleichem Verhiltnis von intra- zu extrazelluliren Nanopartikeln ergibe der
Score den Wert null, bei mehr extra- als intrazelluliren Nanopartikeln ergibe sich ein negativer
Score.

Bei den murinen DC ergab sich ein ansteigender Internalisierungsscore (3,5-3,8) mit Anstieg der
CNP-GréBe (Abbildung 15 A).

Die hochsten Internalisierungsscores (4,8-5,4) ergaben sich bei der Analyse der CNP-Aufnahme
in humane DC (Abbildung 15 B). Der Trend von hoheren Scores bei gréBeren CNP (90/50)
ergab sich auch hier.

Bei den M1-Makrophagen lag der Internalisierungsscore bei 2,8 (90/10-CNP), 3,5 (90/20-CNP)
und fir die 90/50-CNP bei 3,2 (Abbildung 15 C). Eine zur CNP-Aufnahme in die DC umge-
kehrte Tendenz zeigte sich bei den M2-Makrophagen (Abbildung 15 D). Der Internalisierungs-
score der 90/10-CNP lag bei 4,6; bei den 90/50-CNP dagegen nur bei 3,5.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Internalisierungsscores der drei unterschied-

lich gro3en CNP ergaben sich in keiner der untersuchten Zellgruppen.
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Abbildung 15: Internalisierungsscores der durch antigenprisentierende Zellen aufge-
nommenen Chitosan-Nanopartikel

Mittels ImageStream-Verfahren wurde der Internalisierungsscore 24 Stunden nach der Inkubation mit
100 pug/ml 90/10-, 90/20- oder 90/50-CNP bei A: murinen und B: humanen dendritischen Zellen
(DC), C: M1- und D: M2-Makrophagen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler
aus mindestens drei unabhingig voneinander durchfithrten Experimenten.

4.3.3 Bestimmung des Anteils der Zellen mit Chitosan-Nanopartikelaufnahme

Als nichstes wurde bildzytometrisch neben dem Internalisierungsscore auch der Anteil an Zellen
bestimmt, die CNP aufgenommen hatten.

Bei allen APC zeigte sich der groB3te Anteil an Zellen mit intrazelluldr aufgenommenen CNP bei
den groBiten CNP (90/50). 70,5 % der DC2.4 internalisierten die 90/50-CNP (Abbildung 16 A),
62 % der humanen DC (Abbildung 16 B) sowie 60 % der M1- und 73 % der M2-Makrophagen
(Abbildung 16 C+D). Eine ansteigende CNP-Aufnahme mit steigender NanopartikelgroB3e war
bei den Makrophagen signifikant und zeigte sich auch bei den DC deutlich. Statistisch signifikant
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war jeweils auch der Unterschied zwischen allen unbehandelten und mit CNP inkubierten Zell-
gruppen (nicht dargestellt).
Insgesamt wurde durch das ImageStream-Verfahren fiir alle untersuchten APC nachgewiesen,

dass sie zu einem hohen Anteil CNP unterschiedlicher Grof3e intrazellular aufnehmen.
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Abbildung 16: Anteil der antigenprisentierenden Zellen mit Chitosan-Nanopartikel-
aufnahme

Mithilfe des ImageStream-Verfahrens wurde 24 Stunden nach Inkubation der antigenprisentierenden
Zellen mit CNP der GroBe 90/10, 90/20 und 90/50 der Anteil der Zellen in Prozent bestimmt, die
CNP aufgenommen hatten. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus mindestens je drei
unabhingig voneinander durchgefithrten Experimenten an A: murinen und B: humanen dendriti-
schen Zellen (DC) sowie C: M1-Makrophagen und D: M2-Makrophagen. * p < 0,05.
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4.4 Konfokalmikroskopie dendritischer Zellen nach Chitosan-

Nanopartikelzugabe

Um die Aufnahme der CNP in DC zu bestitigen, wurden die humanen DC nach der Zugabe von
100 pg/ml 90/10-CNP mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop untersucht. Durch die
damit mogliche detaillierte Durchrasterung war die Erstellung von hochaufgelosten Schnittbil-

dern in verschiedenen Tiefen des DC-Priparates méglich. Es bestitigte sich mittels der Konfo-

kalmikroskopie, dass die CNP in DC aufgenommen wurden (Abbildung 17).

Abbildung 17: Konfokalmikroskopie dendritischer Zellen nach Chitosan-Nanopartikel-
aufnahme

Reprisentatives konfokalmikroskopisches Bild humaner dendritischer Zellen (DC) mit intrazelluliren
CNP. Die Aufnahme etfolgte nach Inkubation der DC mit 100 ug/ml 90/10-CNP fir 24 Stunden.
Blau = Hoechst Zellkernfirbung; rot = CD11c-Allophycocyanin-Zellmembranfirbung der DC;
grun = FITC-gekoppelte CNP
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4.5 Assoziation von Chitosan-Nanopartikeln mit anderen Zelltypen

Um zu untersuchen, ob die CNP vornehmlich von APC oder auch von anderen nicht-
antigenprisentierenden Zellen aufgenommen werden, wurden humane Lungenepithelzellen (Zell-
linie H441), pankreatische Epithelzellen (Zelllinie HPDE-pBp) und pankreatische Fibroblasten
(Zelllinie RLT-PSC) mit den CNP verschiedener Grof3e inkubiert und mittels Durchflusszyto-

metrie die CNP-Assoziation mit den Zellen bestimmt.

4.5.1 Analyse der medianen Fluoreszenzintensitit mittels Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometer erfolgte die Bestimmung der medianen Fluoreszenzintensitit
24 Stunden nach Zugabe der CNP in den drei GroBen 90/10, 90/20 und 90/50 zu den H441-,
HPDE-pBp- und RLT-PSC-Zellen. In allen Zelltypen zeigte sich eine Assoziation von CNP mit
den Zellen (Abbildung 18).

In den H441-Lungenepithelzellen zeigte sich bei den 90/10- und 90/50-CNP eine héhere Fluo-
reszenzintensitit als bei den 90/20-CNP (Abbildung 18 A). Bei den pankreatischen Epithelzellen
(HPDE-pBp) und pankreatischen Fibroblasten (RLT-PSC), die in jeweils zwei unterschiedlichen
Zellzahlen (lockerer Zellverband (2x10%) sowie dichter Zellrasen (5x10%) ausgesit worden waren,

wurde, wie bei den APC, ein stirkeres Fluoreszenzsignal gemessen, je grof3er die verwendeten

CNP waren (Abbildung 18 B+C).
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Abbildung 18: Mediane Fluoreszenzintensitit bei Lungen- und Pankreasepithelzellen
sowie pankreatischen Fibroblasten nach Inkubation mit Chitosan-Nanopartikeln

Durchflusszytometrische Analysen 24 Stunden nach Zugabe der CNP (100 pg/ml) in drei GréBen
(90/10, 90/20 und 90/50) zu A: H441-, B: HPDE-pBp- und C: RLT-PSC-Zellen. Datgestellt sind
die Mittelwerte der medianen Fluoreszenzintensitit des abgegebenen FITC-Signals der mit den Zellen
assoziierten CNP mit Standardabweichung aus je mindestens drei unabhingig voneinander durch-
fithrten Experimenten.

4.5.2 Bestimmung des Anteils an FITC-positiven Zellen

98 % der Lungenepithelzellen, welche 24 Stunden zuvor mit 100 pg/ml fluoreszenzkonjugierten
90/10-CNP inkubiert worden waren, waren FITC-positiv. Uber 90 % derjenigen Zellen, die mit
90/20-CNP behandelt worden waren, gaben ein Fluoreszenzsignal ab und 79 % der Zellen, wel-
che mit den groB3ten CNP (90/50) inkubiert worden waren (Abbildung 19 A).

Bei den pankreatischen Epithelzellen HPDE-pBp war der Anteil an FITC-positiven Zellen un-
abhingig von der Dichte der Zellverbinde und unabhingig von der CNP-Gro6fe in allen unter-
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suchten Gruppen nahezu 100 % (Abbildung 19 B). Dies war auch bei den pankreatischen Fib-
roblasten, welche sich in einem engen Zellrasen (5x10* Zellen) befanden, der Fall. Im lockeren
Zellverband (2x10* Zellen) zeigten sich bei den RLT-PSC-Zellen hingegen distinkte Unterschiede
in der Assoziation mit den CNP je nach PartikelgroBie: 72 % der Zellen waren mit 90/10-CNP,
55 % mit 90/20-CNP und 65 % mit den 90/50-CNP assoziiert (Abbildung 19 C).
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Abbildung 19: Anteil an FITC-positiven Lungenepithelzellen und Pankreasepithelzellen
sowie pankreatischen Fibroblasten nach Inkubation mit Chitosan-Nanopartikeln

Durchflusszytometrische Analysen 24 Stunden nach Zugabe der CNP in drei GroBen (90/10, 90/20
und 90/50) zu A: H441-, B: HPDE-pBp- und C: RLT-PSC-Zellen. HPDE-pBp- und RLT-PSC-
Zellen wurden in zwei unterschiedlichen Zelldichten (2x10% und 2x105) ausgesit. Dargestellt ist der
mittlere Anteil an Zellen in Prozent mit Standardabweichung, an die FITC-konjugierte CNP assozi-

iert sind, aus mindestens drei unabhingig voneinander durchfithrten Experimenten.

Insgesamt bestitigte das Verfahren der fluoreszenzaktivierten Zellanalyse, dass auch bei nicht-

antigenprisentierenden Zellen eine Assoziation der CNP mit den Zellen stattgefunden hatte.
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4.6 Aufnahme von Chitosan-Nanopartikeln in andere Zelltypen

4.6.1 Analyse mittels ImageStream-Verfahren

Nach der durchflusszytometrischen Analyse zeigten ImageStream-Analysen, dass Lungenepithel-
zellen (H441), pankreatische Epithelzellen (HPDE-pBp) und Bindegewebszellen (RLT-PSC),
nicht nur mit CNP assoziierten, sondern diese Zellen die CNP auch internalisierten (Abbildung

20).

Hellfeldmikroskopie Oberflichenfirbung  Nanopartikel Uberlagerung

Abbildung 20: ImageStream-Bilder von Lungenepithelzellen und pankreatischen Zellen
nach Inkubation mit Chitosan-Nanopartikeln

Reprisentative ImageStream-Bilder von H441-, HPDE-pBp- und RLT-PSC-Zellen nach Inkubation
mit 100 ug/ml 90/10-CNP fir 24 Stunden. Rot = E-Cadherin(CD324)-AF647-Obetflichenfirbung
der H441- sowie der HPDE-pBp-Zellen; griin = FITC-konjugierte CNP; gelb = CD49d-PE-
Oberflichenfirbung der RLT-PSC-Zellen

Somit bestitigte sich mittels Bildzytometrie, dass eine Aufnahme von CNP nicht nur in auf En-

dozytose spezialisierte APC, sondern auch in weitere Zelltypen erfolgte.
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4.6.2 Chitosan-Nanopartikelaufnahme in Lungenepithelzellen

Da eine Anwendung der CNP tber die Atemwege angestrebt wird, war besonders relevant zu
untersuchen, inwiefern Lungenepithelzellen die Partikel aufnehmen. Daher wurden bei der Lun-
genepithelzelllinie H441 zusitzlich die Internalisierungsscores sowie der Anteil an Zellen mit
aufgenommenen CNP mittels ImageStream-Verfahren ermittelt.

Die Internalisierungsscores bei den H441-Lungenepithelzellen lagen bei 4,4-4,6 (Abbildung 21
A). Es wurde, wie bei den murinen und humanen DC, bei groeren CNP (90/50) ein hoherer
Internalisierungsscore gemessen, wobei sich insgesamt hohere Internalisierungswerte (4,8-5,4) in

den humanen DC ergeben hatten (Abbildung 15 B).

Mittels ImageStream-Analyse wurde auch fir die Lungenepithelzellen der Anteil an Zellen be-
stimmt, die iiberhaupt CNP aufgenommen hatten. Wahrend sich in den APC ein deutlich anstei-
gender Anteil an Zellen mit internalisierten CNP bei ansteigender Partikelgrofie zeigte (Abbil-
dung 16), lie3 sich diese Tendenz in den H441-Zellen nicht erkennen (Abbildung 21 B). Hier lag
der groBite Anteil an Zellen mit intrazelluliren CNP bei den kleinsten CNP (90/10) mit 59,5 %.
Die 90/20-CNP wutden von durchschnittlich 47,5 % der H441-Zellen aufgenommen, die 90/50-
CNP von 49,5 %.
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Abbildung 21: Chitosan-Nanopartikelaufnahme in Lungenepithelzellen

Mittels ImageStream-Analyse errechneter A: Internalisierungsscore und B: Anteil an Zellen mit CNP-
Aufnahme 24 Stunden nach der Zugabe der 90/10-, 90/20- oder 90/50-CNP (100 ng/ml) zu den
H441-Lungenepithelzellen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei unabhingig
voneinander durchfithrten Experimenten.
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4.7 Aufnahme von Chitosan-Nanopartikeln in dendritische Zellen

kokultiviert mit Lungenepithelzellen

Sowohl fir DC als auch fir Lungenepithelzellen (H441-Zelllinie) konnte eine intrazellulire Auf-
nahme von CNP unterschiedlicher Gréfle nachgewiesen werden. Da eine Anwendung der CNP
Uber die Atemwege angestrebt wird, wurde die Aufnahme von Nanopartikeln in DC in Kokultur
mit Lungenepithelzellen untersucht.

Hierfiir erfolgten eine Durchflusszytometrie- sowie ImageStream-Analysen von humanen kokul-
tivierten DC und H441-Zellen, die mit CNP inkubiert wurden. Fir beide Analysen wurden die
DC und H441-Zellen durch verschieden fluoreszierende Antikérper gegen spezifische Oberfld-
chenmarker voneinander differenziert (Abbildung 22) und so der jeweilige Anteil an Zellen, die

CNP aufgenommen hatten, bestimmt.

Hellfeldmikroskopie =~ Oberflichenfirbung  Nanopartikel Uberlagerung

Abbildung  22: ImageStream-Bilder von humanen dendritischen Zellen und
Lungenepithelzellen nach Kokultur und Inkubation mit Chitosan-Nanopartikeln

Reprisentative Bilder einer H441-Lungenepithelzelle sowie humanen dendritischen Zelle (DC) nach
Kokultur fir 24 Stunden und Inkubation mit 100 pg/ml 90/10-CNP fur weitere 24 Stunden.
Gelb = EpCAM(CD326)-PE-Oberflichenfirbung der H441-Zellen; griin = FITC-konjugierte CNP;
rot = CD11c-Allophycocyanin-Oberflichenfirbung der DC

Die DC internalisierten CNP zu einem hoheren Anteil als die Lungenepithelzellen (Abbildung
23). 65 % der DC nahmen 90/10-CNP auf, 67 % 90/20-CNP und 73,5 % nahmen 90/50-CNP
auf. Im Gegensatz dazu internalisierten nur 37,5 % der H441-Zellen 90/10-CNP, 45 % 90/20-
CNP und 46 % 90/50-CNP. Die Aufnahme von CNP in H441-Zellen lag in Kokultur mit DC
damit zudem etwas niedriger als in der H441-Monokultur, in der 47,5- 59,5 % der Zellen CNP
aufgenommen hatten (Abbildung 21 B).
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Abbildung 23: Anteil der Zellen mit Chitosan-Nanopartikelaufnahme nach Kokultur von
humanen Lungenepithelzellen und dendritischen Zellen

In kokultivierten humanen dendritischen Zellen (DC) und Lungenepithelzellen (H441) wurde
24 Stunden nach Zugabe von 100 pg/ml CNP in drei GroBen (90/10, 90/20 und 90/50) mittels
ImageStream-Verfahren der Anteil an Zellen bestimmt, die CNP aufgenommen hatten. Dargestellt

sind die Mittelwerte mit Standardfehler aus drei unabhingig voneinander durchgefihrten Experimen-
ten.
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5 Diskussion

Ein wachsendes Verstindnis tiber die Rolle des Immunsystems bei der Bekimpfung von Krebs-
zellen war die Grundlage fiir die Entwicklung der Krebsimmuntherapien.

1867 wurde an der Universititsklinik Bonn eine Beobachtung dokumentiert, die riickblickend als
eine der ersten immuntherapeutischen Behandlungen zu bezeichnen ist: Bei einer Patientin habe
sich ihre Krebserkrankung zuriickentwickelt, nachdem sie in ein Bett gelegt worden sei, in dem
zuvor ein Patient mit Erysipel (Infektion der Haut und dermalen Lymphgefil3e mit meist Strep-
tokokken) gelegen habe. Angenommen wird, der Bakterienkontakt habe zu einer Stimulation
ithres Immunsystems gefiihrt, sodass es die Krebszellen nun effektiv habe angreifen und zerstéren
konnen (Kudrin, 2013). Im spaten 19. Jahrhundert soll auch William Coley in New York von
einem Patienten erfahren haben, bei dem sich nach mehrfachen Erysipelen ein inoperabler Tu-
mor zuriickgebildet hatte. Bei der Suche nach weiteren solcher Fille habe er mehrfach Riickbil-
dungen von Krebsgeschwiiren nach fieberhaften Erkrankungen beobachtet. Coley fiithrte darauf-
hin bei Patienten mit fortgeschrittenen Sarkomen absichtlich Infektionen herbei, indem er ihnen
eine Bakterienmischung injizierte. Bei einem kleinen, aber relevanten Anteil der Patienten redu-
zierte sich das Tumorausmal3 (Coley, 1891, McCarthy, 2006, Kienle, 2012).

Frank M. Burnet stellte schlief3lich die Hypothese tber die Fahigkeit des Immunsystems, mutierte
Zellen und damit potenzielle Krebszellen zu erkennen und zu eliminieren, auf und betonte die
Beteiligung des Immunsystems bei der Vorbeugung von Krebserkrankungen (Burnet, 1957).
SchlieBlich wurde, nachdem zunichst unspezifische Immuntherapieversuche z.B. mittels II.-2-
Gabe durchgefithrt worden waren (Rosenberg e a/., 1987), 2011 mit Ipilimumab als monoklona-
ler Antikorper gegen CTLA-4 erstmals eine spezifische Krebsimmuntherapie (zur Behandlung
von nicht-resezierbaren oder metastasierten Melanomen) zugelassen (Lipson and Drake, 2011).
Seitdem fiihrte ein immer detaillierteres Verstindnis fiir Tumor-Immunevasionsmechanismen zur
Entwicklung und Zulassung weiterer immunonkologischer Medikamente. Zurzeit werden Im-
muntherapien gegen mehrere Krebsentititen wie maligne Melanome, kolorektale Karzinome,
Lungen-, Nierenzell- und Mammakarzinome sowie verschiedene Lymphome und Leukdmien
erfolgreich eingesetzt (Postow, Callahan und Wolchok, 2015, Seidel, Otsuka und Kabashima,
2018, Zander et al., 2020).

Um die Einsatzmoglichkeiten der Immuntherapien auszuweiten, bleibt es von groBter Bedeu-
tung, die Kenntnisse tiber die zugrundeliegenden Mechanismen immunsuppressiver Tumor-

mikroumgebungen zu erweitern, um weitere Ansatzpunkte fiir mégliche Immuntherapien zu
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erhalten. Zudem gilt es, durch weitere Verbesserung bereits etablierter Behandlungen die An-
sprechraten zu erhohen (Melief ez al., 2015).

Vielversprechend fiir effizientere Krebsimmuntherapien sind Tumorvakzinierungsstrategien, die
darauf abzielen, die Tumorantigenprasentation durch APC zu verstirken und dadurch eine effek-
tive Aktivierung von CTL zu induzieren, sodass eine gegen den Tumor gerichtete Immunantwort
herbeigefiihrt oder gesteigert wird (Palucka ez a/., 2011, Guo ez al, 2013). Der therapeutische Ef-
fekt ist hierbei stark von der Ausprigung der Antigenaufnahme (und nachfolgenden Antigenpri-
sentation auf MHC-I und -II) abhingig. Um die tumorgerichtete Immunantwort zu steigern, liegt
der Fokus innerhalb der APC insbesondere auf DC, weil sie tber die Antigen-Kreuzprisentation
die stirkste CTL-Aktivierung bewirken (Banchereau und Steinman, 1998, Banchereau und
Palucka, 2005, Palucka und Banchereau, 2011, 2012 und 2013).

Um eine gesteigerte Antigenaufnahme in APC zu erwirken, ist der Finsatz eines geeigneten
Transportvehikels fiir die Tumorantigene, ein aussichtsreiches Konzept. Darauf aufbauend wurde
in dieser Arbeit die Eignung von CNP als mogliches Transportvehikel fir den zukinftigen Ein-
satz in Tumorvakzinierungen gepruft, indem die CNP-Aufnahme in verschiedene Zelltypen, ins-

besondere APC, untersucht wurde.

5.1 Effiziente Aufnahme der Chitosan-Nanopartikel in antigen-

prasentierende Zellen

Chitosan ist ein Material, welches schon mehrfach als ein potenziell gut geeignetes Transportve-
hikel fir Vakzinierungen beschrieben wurde (Illum e# a/., 2001, Zaharoff ez al, 2007, Gordon e#
al., 2008, Garcia-Fuentes und Alonso, 2012) und sich gut in (Nano-)Partikelform bringen lasst.
Erste Studien zur Aufnahme von Chitosan-Partikeln in Zellen wurden daher bereits durchge-

fuhrt.

Chua ¢f al. untersuchten die Aufnahme von FITC-konjugierten Chitosan-Mikropartikeln (1-6 um)
und CNP (30-500 nm) in murine DC nach 24-stiindiger Inkubation in unterschiedlichen Kon-
zentrationen. Mittels Durchflusszytometrie bestimmten Chua e a/. den Anteil an FITC-positiven
Zellen. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurde durch Trypanblau-Zugabe ein Quen-
ching des Fluoreszenzsignals der Partikel, die sich nicht intrazellulir sondern an der Zelloberfla-
che befanden, durchgefithrt. Die Analysen erbrachten einen mit der Inkubationskonzentration
steigenden Anteil an murinen DC, die mutmallich Partikel aufgenommen hatten, mit interessan-

terweise vergleichbaren Daten fiir Mikro- verglichen mit Nanopartikeln. Mittels konfokal-
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mikroskopischer Untersuchung wurde eine intrazellulire Partikellokalisation nachgewiesen (Chua
et al., 2012).

Han e a4l ermittelten die Aufnahme von mit FITC konjugiertem Polyinosinsiure-
Polycytidylsdure-Natriumsalz (poly I:C) beladenen CNP in murine DC. Zudem analysierten sie
die Aufnahme von in CNP verkapseltem Tetramethylrhodamin-Isothiocyanat (TRITC)-
konjugierten Ovalbumin in murine DC. Hierzu fiithrten sie nach 15-miniitiger Inkubation der
murinen DC mit den 254 * 3,2 nm groflen CNP eine durchflusszytometrische Analyse der Zel-
len durch, in der sich eine starke Assoziation von sowohl FITC-poly I:C als auch TRITC-
Ovalbumin mit den murinen DC erkennen lie. Zur Bestitigung der intrazelluldren Lokalisation
nutzen auch Han ¢# o/ die Konfokalmikroskopie (Han ez a/., 2016).

Shi et al. wiesen in ihrer Arbeit eine Aufnahme von mit Tumorzelllysat beladenen CNP mit
durchschnittlicher Gréfie von 120 nm (GréBenbereich: 20-600 nm) in murine DC nach. Metho-
disch erfolgte auch in dieser Studie eine Fluoreszenzmarkierung der Partikel mit FITC, die nach
Inkubation der Zellen mit den Nanopartikeln eine durchflusszytometrische Analyse der CNP-
Zell-Assoziation ermoglichte. Shi e a/. ermittelten die mediane Fluoreszenzintensitit der Zellen
nach unterschiedlich langer Inkubationszeit (2, 4, 6, 12, 24 oder 48 Stunden). Des Weiteren wur-
den nach 4-stiindiger Inkubation konfokalmikroskopische Bilder angefertigt, mittels derer eine

intrazellulire CNP-Lokalisation nachweisbar war (Shi e a/., 2017).

Die Ergebnisse aller drei beschriebenen Studien lassen die Interpretation zu, dass CNP in murine
DC aufgenommen werden. Sowohl Chua ¢# /., Han ef al. als auch Shi ¢ al. nutzten Konfokalmik-
roskopie, um sicher nachzuweisen, dass sich CNP nach den Aufnahmeversuchen intrazellulir
befinden. Eine Quantifizierung der Partikelautnahme mittels Konfokalmikroskopie ist allerdings
wegen der hierfiir erforderlichen hohen Zellzahl aufgrund des enormen Aufwands kaum maoglich.
Zur Quantifizierung der Partikelaufnahme wurden in den beschriebenen Studien die durch-
flusszytometrischen Analysen genutzt.

Es ist zur Bestimmung von Partikelaufnahmen in Zellen gingige Praxis, die Partikel zur Markie-
rung mit einem Fluoreszenzfarbstoff (z.B. FITC) zu konjugieren und die Zellen nach der Inkuba-
tion mit den Partikeln mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie zu analysieren. Die Durch-
flusszytometrie erlaubt eine schnelle Analyse einer groen Anzahl von Zellen (Jaroszeski und
Radcliff, 1999, Elsaesser ez al., 2010, McKinnon, 2018). Zellen, von denen kein Fluoreszenzsignal
ausgeht, gelten hierbei Gblicherweise als Zellen, die keine Partikel aufgenommen haben, wihrend
bei fluoreszenz-positiven Zellen hdufig auf eine erfolgte Partikelaufnahme geschlossen wird
(Suzuki, Toyooka und Ibuki, 2007, Shapero e al., 2011, Ibuki und Toyooka, 2012, Zucker und
Boyes, 2020, Shin ef al., 2020). Jedoch werden dabei auch Zellen mit lediglich an ihrer Zellober-
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fliche extrazellulir anhaftenden Fluoreszenz-konjugierten Partikeln als fluoreszenz-positive Zel-
len gemessen. Eine Gleichsetzung aller fluoreszenz-positiven Zellen mit Zellen, die Partikel in-
ternalisiert haben, ist also eigentlich nicht moglich.

Um an der Zelloberfliche gebundene Partikel zu entfernen, erfolgen nach Standardprotokollen
vor durchflusszytometrischen Analysen, in denen eine Partikelaufnahme bestimmt werden soll,
Waschschritte. Aber nicht jede Adhision von Partikeln an Zellen kann damit tatsichlich gelost
werden. In Studien, in denen neben der Partikelaufnahme eine Partikelbindung an die Zellmemb-
ranen beachtet und untersucht wird, finden sich noch nach mehrfachen Waschvorgingen neben
der intrazelluliren Partikel regelmiBig auch an die Zelloberfliche gebundene Partikel (Besic Gy-
enge ¢t al., 2011, Vranic ez al., 2013). Besic Gyenge ¢/ a/. untersuchten z.B. die Aufnahme von 200-
300 nm groflen Siliziumdioxid-Nanopartikeln in die humane Krebszelllinie UMB-SCC-745 und
konnten mittels Transmissionselektronenmikroskopie trotz vorangegangenen Waschschritten
einen relevanten Anteil extrazellulirer an die Zelloberfliche gebundener Partikel detailliert dar-
stellen und von internalisierten Partikeln abgrenzen (Besic Gyenge ¢z al., 2011).

In einer ausfihrlichen Studie von Vranic e al., wurden Methoden zur Quantifizierung von Parti-
kelaufnahmen miteinander verglichen und die Durchflusszytometrie, auch mit Quenching, als
nicht hinreichend genau befunden (Vranic e a/., 2013).

Es sollte festgehalten werden, dass mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie eine Tendenz fir
(nachfolgende) Aufnahmeversuche von fluoreszenzmarkierten Partikeln in Zellen ermittelt wer-
den kann, weil die Partikel-Zell-Assoziation bestimmt werden kann. Eine Partikel-
Internalisierung sollte rein durchflusszytometrisch aber weder nachgewiesen noch quantifiziert
werden. In dieser Arbeit wurde daher bezogen auf die Versuche, die mittels Durchflusszytomet-
rie erfolgten, konsequenterweise eine ,,Assoziation der CNP mit den untersuchten Zellen be-

schrieben, statt von einer ,,Aufnahme® oder ,,Internalisierung* in die Zellen zu sprechen.

Neben der durchflusszytometrischen Analyse wurden in dieser Arbeit ebenso wie in den Studien
von Chua ef al., Han et al. und Shi et al., konfokalmikroskopische Bilder erstellt, um die CNP-
Aufnahme in humane DC darzustellen. Zur Quantifizierung der Partikelaufnahme wurde das
ImageStream-Verfahren gewihlt. Durch die hierbei mit Mikroskopie verkniipften durchflusszy-
tometrischen Funktionen stellt es eine prizise Methode dar, um die CNP-Aufnahme sicher und
quantifizierbar nachzuweisen.

Mit den ImageStream-Analysen wurde ein Internalisierungsscore bestimmt, der bei ausgegliche-
nem Verhiltnis von intra- zu extrazelluliren CNP den Wert null ergeben wirde, und umso posi-
tiver wird, desto meht CNP-FITC-Fluoreszenz sich intrazellular befindet. Zudem wurde der An-

teil an Zellen bestimmt, die tberhaupt CNP internalisierten.
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Wihrend in dieser Arbeit fur alle CNP-GréBen 99 % der murinen DC (DC2.4-Zelllinie) durch-
flusszytometrisch als fluoreszenz-positiv identifiziert werden konnten (Abbildung 11), wurde
mithilfe der ImageStream-Analyse ermittelt, dass der Anteil an murinen DC, die mit den fluores-
zenzmarkierten CNP nicht nur assoziiert waren, sondern diese auch internalisiert hatten, niedri-
ger lag: 59 % der murinen DC internalisierten 90/10-CNP, 68 % 90/20-CNP und 70,5 % 90/50-
CNP (Abbildung 16).

Dass CNP von murinen DC aufgenommen werden, wie es von Chua 7 a/., Han ez /. und Shi ez
al., beschrieben wurde, bestitigte sich also in dieser Arbeit. Anzumerken ist jedoch, dass die deut-
liche Differenz zwischen den durchflusszytometrischen Ergebnissen und des mittels Image-
Stream-Verfahren valide bestimmten Anteil an Zellen, die CNP aufnehmen, anzeigt, dass eine
relevante Menge an CNP an der Zelloberfliche haften blieb, nicht internalisiert wurde und mit
dem vorangegangenen ,,Waschen der Zellen nicht entfernt wurde.

Diese Beobachtung stiitzt die Forderung von Vranic ez al., dass eine Quantifizierung der Parti-
kelaufnahme in Zellen nicht mittels Durchflusszytometrie erfolgen sollte (Vranic ef al., 2013). Fur
weitere Studien, in denen eine Quantifizierung des Zellanteils mit Partikelaufnahme angestrebt
wird, empfiehlt sich, wie auch von Smirnov ef 4/ beschrieben, die Nutzung des ImageStream-

Verfahrens (Smirnov et al., 2015).

Die Untersuchung der CNP-Aufnahme beschrinkte sich in dieser Arbeit nicht auf murine DC,
sondern es wurde auch die CNP-Aufnahme in weitere und vor allem humane APC (DC, M1-
und M2-Makrophagen) analysiert. Auch diese APC internalisierten zu hohen Anteilen CNP in
den unterschiedlichen GroBen (Abbildung 16) und es ergaben sich hohe Internalisierungsscores
(Abbildung 15). Festzuhalten bleibt wie fiir die murinen DC genauso fiir diese Zelltypen, dass
sich der Anteil an durchflusszytometrisch als FITC-positiv identifizierte Zellen, mit dem mittels
ImageStream-Verfahren ermittelten Anteil an Zellen, die FITC-konjugierte CNP internalisierten,
nicht deckte. Hatten sich durchflusszytometrisch 61-84 % FITC-positive humane DC und iber
90 % FITC-positive M1- und M2- Makrophagen ergeben (Abbildung 11), ergab sich mittels Ima-
geStream-Verfahren ein niedrigerer Anteil von 46-62 % der humanen DC, die tatsichlich CNP
internalisiert hatten und 30-60 % der M1-Makrophagen sowie 40-73 % der M2-Makrophagen
(Abbildung 16). Diese Ergebnisse unterstreichen noch einmal die Wichtigkeit, eine valide Mess-

methode fiir die Bestimmung und Quantifizierung der CNP-Aufnahme zu wihlen.

Nicht unerwihnt bleiben sollte, dass der Anteil an Zellen ohne CNP-Internalisierung, nicht voll-
stindig durch Zellen zustande kommen muss, die generell keine CNP aufnehmen. Die erfolgte

CNP-Aufnahme wurde in dieser Arbeit nur zu einem einzigen Zeitpunkt, nimlich 24 Stunden
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nach Inkubation der Zellen mit CNP, untersucht. In Vorstudien hatte sich dieser Zeitpunkt fur
die Analyse als geeignet erwiesen. Dass eine geringe zusitzliche CNP-Internalisierung spater aber
noch stattgefunden hitte, ist nicht komplett auszuschlieBen. Hierzu kénnten Aufnahmestudien

mit mehreren Messpunkten im Zeitverlauf weiteren Aufschluss geben.

Wihrend der Schwerpunkt dieser Arbeit vor allem auf der Untersuchung der CNP-Aufnahme in
APC und weitere Zelltypen lag, untersuchten Shi ¢ 2/ nach dem erfolgten Nachweis der CNP-
Aufnahme in murine DC als néchsten Schritt die Auswirkungen einer 48-stiindigen Inkubation
mit CNP, welche mit Mannose versetzt und mit Tumorzelllysat beladen waren, auf die murinen
DC. Die Expression der Oberflichenmarker CD80 und CD86, die eine DC-Reifung anzeigen,
war hiernach erhoht, des Weiteren die Expression von MHC-I und MHC-II (Shi ez a/., 2017).
Nachdem in dieser Arbeit die effektive Aufnahme von unbeladenen CNP insbesondere in huma-
ne APC nachgewiesen wurde, wurden im gemeinsamen Projekt der AG Inflammatorische Karzi-
nogenese des Instituts fiir Experimentelle Tumorforschung und der Abteilung Pharmazeutische
Technologie und Biopharmazie des Pharmazeutischen Instituts an der Christian-Albrechts-
Universitit zu Kiel Analysen zur Aufnahme von CNP mit Antigenbeladung durchgefiihrt, die
Auswirkungen auf den DC-Phinotyp analysiert und iiberpriift, ob die DC nach Aufnahme anti-
genbeladener CNP dazu in der Lage sind CTL zu aktivieren.

5.2 Aufnahme der Chitosan-Nanopartikel auch in nicht-

antigenprisentierende Zelltypen

Neben der CNP-Aufnahme in APC wurde die CNP-Aufnahme auch in weitere humane Zellty-
pen untersucht und festgestellt, dass CNP nicht spezifisch von APC aufgenommen werden.
Auch von pankreatischen Epithelzellen (HPDE-pBp) und pankreatischen Fibroblasten (RLT-
PSC) sowie Lungenepithelzellen (H441) wurden die CNP in allen drei GréBen (90/10, 90/20 und
90/50) aufgenommen.

Als nichster Schritt erfolgte daher eine Analyse der CNP-Aufnahme in humane H441-
Lungenepithelzellen und DC in Kokultur. Damit sollte die angestrebte zukiinftige Applikation
der CNP (als Tumorvakzinierung) tber eine Inhalation als stark vereinfachtes Modell nachgestellt
werden, um zu tberpriifen, ob, trotz dessen, dass CNP nicht selektiv von APC aufgenommen
werden, eine effiziente CNP-Aufnahme in DC erfolgt - was langfristig die Voraussetzung fiir die

erwiinschte Induktion der Immunantwort wire. Die Analyse erfolgte mittels ImageStream.
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Rund zwei Drittel der humanen DC internalisierten auch in Kokultur CNP aller drei GréBen
(Abbildung 23). Dass die CNP-Aufnahme in DC auch in einer gewissen Konkurrenzsituation mit
Lungenepithelzellen stattfindet, konnte somit bestitigt werden.

Interessanterweise nahmen auch die H441-Lungenepithelzellen in diesem Modell CNP auf,
wenngleich der Anteil an H441-Zellen, die CNP internalisierten, niedriger lag als bei den DC
(Abbildung 23).

Die Fihigkeit zur Aufnahme von Substanzen ist nicht auf APC beschrinkt, sondern eine Eigen-
schaft, die auch von anderen Zelltypen benétigt wird. Hierdurch ldsst sich die Aufnahme der
CNP auch in die pankreatischen Epithelzellen und Bindegewebszellen sowie Lungenepithelzellen
erkliren. Fur Epithelzellen ist die Endozytose (oder Transzytose) ein wichtiger Aufnahmepro-
zess, z.B. bei der Nihrstoffresorption der Darmwand-Epithelzellen und beim Filtern von einge-
atmeten Partikeln und Mikroorganismen durch das Atemwegsepithel (Rassow ez a/, 2012, Inver-
nizzi, Lloyd und Molyneaux, 2020). Jedoch erfolgt hier die Aufnahme (und im Fall der Transzy-
tose der intrazellulire Transport und die Freisetzung an der anderen Zellseite) normalerweise
selektiv nur fir die Erfallung dieser spezifischen Funktionen. DC dagegen haben als APC eine
hohe Aufnahmekapazitit, da die Substanzaufnahme und anschlieSende Prasentation von Antige-
nen ihre Hauptfunktion ist, auf die sie hochspezialisiert sind. Dies kénnte der Grund fir den im
Vergleich zu den Lungenepithelzellen héheren Anteil an DC mit erfolgter CNP-Internalisierung

sein.

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt wurde, dass CNP nicht spezifisch von APC internalisiert wer-
den, wire es in Anbetracht geplanter Tumorvakzinierungen mit Nanopartikeln relevant, die Auf-
nahme verschiedener Nanopartikel in weitere Zelltypen und etwaige Auswirkungen davon genau-
er zu analysieren. Duran ef a/. verglichen die Aufnahme von fluoreszenzmarkierten Polylactid-co-
Glycolid (PLGA)-Nanopartikeln und PLGA-CNP in verschiedene humane Immunzellen. Wih-
rend in den durchflusszytometrischen Analysen ein signifikanter Anteil an DC und Monozyten
nach Partikel-Inkubation fluoreszenz-positiv war, wurden lediglich 20 % der B-Zellen nach In-
kubation mit PLGA-Partikeln fluoreszenz-positiv, ansonsten kam es bei B- und T-Zellen zu kei-
ner Partikelassoziation oder -aufnahme (Duran ez a/, 2019). In der Literatur sind sonst keine Stu-
dien, die eine Nanopartikelauftnahme in APC mit der Aufnahme in andere Zelltypen vergleichen,
zu finden. Studien, die das Ziel verfolgen, eine geeignete Nanopartikelformulierung fiir die Nut-
zung in Tumorvakzinierungen herzustellen, fokussieren meist auf den ersten Schritt mit der Fra-
ge, ob die Partikel effektiv in APC (oder konkrete andere Zielzellen, bspw. maligne Zellen) auf-
genommen werden, wenngleich es von hochster Relevanz wire, auch die Spezifitit der Aufnah-

me in diese Zellen vergleichend zu analysieren, gerade in Hinblick auf mégliche Nebenwirkungen



5 Diskussion 68

bei einer unkontrollierten Aufnahme von Nanopartikeln (und ggf. der in ihnen transportierten
Substanzen) in andere Zellen als die Zielzellen.

Ein groBeres Verstindnis dafiir, welches Nanopartikeldesign von welchen Zellen priferiert auf-
genommen wird, wiirde gef. eine Anpassung der Nanopartikel erméglichen, hin zu einer spezifi-

schen Nanopartikelaufnahme in die Zielzellen.

Da in diesem Projekt langfristig die Anwendung von CNP als Vehikel zur Férderung der Tumo-
rantigenaufnahme und -prisentation angestrebt wird, um eine tumorgerichtete Immunantwort
durch CTL zu induzieren, wire in Anbetracht dessen, dass die untersuchten CNP nicht spezifisch
von APC aufgenommen werden, ein sinnvoller nichster Schritt vor 7z vive-Experimenten, ergin-
zend 7z vitro zu untersuchen, ob kokultivierte DC trotz konkurtierender CNP-Aufnahme nach

Aufnahme von antigenbeladenen CNP dazu in der Lage sind, T-Zellen zu aktivieren.

5.3 Einfluss der Gro3e der Chitosan-Nanopartikel

Fir die Eigenschaften wie Loslichkeit, Viskositit und Kationenaustauschkapazitit von Chitosan,
die wiederum die adjuvante Wirkung beeinflussen, ist der Deacetylierungsgrad entscheidend
(Zhang et al., 2011). In dieser Arbeit wurden einheitlich Nanopartikel aus Chitosan mit einem
Deacetylierungsgrad von 90 % verwendet, weil es sich in vorherigen Studien als niedrig zytoto-
xisch und potenziell gut geeignet fir Vakzinierungsstrategien herausgestellt hatte (Diedrich,
2015). Heidland untersuchte, inwiefern der Grad der Deacetylierung die GroBe der CNP beein-
flusst: Ein relevanter Einfluss lie3 sich nicht nachweisen. Die bei der Herstellung erreichte CNP-
GroBe war abhingig von der Art und Geschwindigkeit der Zugabe von CMC, insbesondere aber

wurde sie von der Chitosan-Molekiilmasse bestimmt (Heidland, 2018).

Die GroBe der in dieser Arbeit genutzten 90/10-CNP lag zwischen 180-260 nm, die der 90/20-
CNP zwischen 400-550 nm und die der 90/50-CNP zwischen 980-1000 nm. Im Durchschnitt
waren die CNP 200 nm, 450 nm und 980 nm grof3 (Kapitel 3.6.2, Tabelle 1).

5.3.1 Kein ausgeprigter Einfluss der Chitosan-Nanopartikel-Gréf3e auf die Aufnahme in

Zellen

In dieser Arbeit wurde bei allen untersuchten APC (murine und humane DC, humane M1- und
M2-Makrophagen) mittels Durchflusszytometrie nach 24-stiindiger CNP-Inkubation mit anstei-
gender CNP-Gr68e von 90/10 tber 90/20 zu 90/50 ein Anstieg der medianen Fluoreszenzin-
tensitit ermittelt (Abbildung 10). Das Gleiche galt fir die pankreatischen Epithelzellen (HPDE-
pBp) und Fibroblasten (RLT-PSC), sowohl im lockeren als auch im dichten Zellverband (Abbil-
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dung 18 B+C). Lediglich bei der Analyse der H441-Lungenepithelzellen ergab sich kein strikter
Anstieg der Fluoreszenzintensitat mit ansteigender Partikelgrole (Abbildung 18 A).

Da die grofleren CNP aus mehr mit dem FITC-Farbstoff verbundenen Chitosan bestehen, war
ein Anstieg der Fluoreszenzintensitit allerdings schon allein deswegen zu erwarten. Die Fluores-
zenzintensitit war daher fiir den Vergleich der Assoziationsstirke der unterschiedlichen CNP
(90/10, 90/20, 90/50) mit den Zellen als gering verwertbar zu beurteilen. Folglich wurde durch-
flusszytometrisch zur besseren Vergleichbarkeit neben der Intensitit des Fluoreszenzsignals auch
der Anteil an Zellen ermittelt, die tiberhaupt FITC-Signal abgaben (=FITC-positive Zellen), die

also mit FITC-gekoppelten CNP assoziiert sein mussten.

Bei den murinen DC (DC2.4-Zelllinie) lag der durchflusszytometrisch ermittelte Anteil an FITC-
positiven Zellen fir alle CNP-GroBen bei 99 % und bei den Makrophagen (M1- und M2-
Makrophagen) bei tiber 90 % (Abbildung 11). Vergleichbar assoziierten nahezu 100 % der pan-
kreatischen HPDE-pBp-Zellen und nahezu 100 % der RLT-PSC-Zellen im engen Zellverband
mit CNP unabhingig von der Partikelgrofle (Abbildung 19 B+C), sodass sich, wegen des insge-
samt sehr hohen Anteils an Zellen, die mit CNP assoziiert waren, eine groflenabhingige Zell-
CNP-Assoziationsstirke nicht differenzieren liel3.

Der Anteil an FITC-positiven Zellen lag bei den humanen DC wie auch die mediane Fluores-
zenzintensitit, mit ansteigender GroBe der FITC-konjugierten CNP hoher: 61 % (90/10-CNP)
bis 84 % (90/50-CNP) (Abbildung 11 B). Eine entgegengesetzte (wenngleich nicht signifikante)
Tendenz ergab sich bei der Bestimmung des Anteils der nach Inkubation mit den CNP FITC-
positiven H441-Lungenepithelzellen (Abbildung 19 A). 98 % der H441-Zellen waren mit 90/10-
CNP assoziiert, 90 % mit 90/20-CNP und 79 % mit 90/50-CNP. Bei der Analyse der RLT-PSC-
Zellen im lockeren Zellverband lieBen sich zwar diskrete Unterschiede in der Zell-CNP-
Assoziation feststellen, jedoch fand hier die niedrigste Zell-CNP-Assoziation bei den 90/20-CNP
statt (55 % FITC-positive Zellen, dagegen 72 % bei 90/10-CNP und 65 % bei 90/50-CNP) (Ab-
bildung 19 C).

Valide Interpretationen zum Ausmal3 der CNP-Aufnahme in Zellen in Abhingigkeit von der
CNP-GroéBe lassen sich aus diesen Ergebnissen nicht ableiten, zumal wegen der in Kapitel 5.1

beschriebenen Limitationen der durchflusszytometrischen Analyse.

Mittels ImageStream-Analysen wurden fir alle in dieser Arbeit analysierten APC und H441-
Zellen jeweils fir jede CNP-Gr6Be Internalisierungsscores bestimmt. Diese unterschieden sich in
Bezug auf die Partikelgro3e nicht statistisch signifikant voneinander (Abbildung 15 und 21 A).

Bei der Bestimmung des Anteils an Zellen, die CNP aufgenommen hatten, war feststellbar, dass

sich der héchste Anteil an APC mit intrazelluliren CNP jeweils bei den groBten CNP (90/50)
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ergab. Bei den M1- und M2-Makrophagen war der Anteil an Zellen, die CNP internalisierten, bei
groBBerer CNP-Grofle signifikant hoher. Bei den murinen und humanen DC war eine ansteigende
Tendenz nicht signifikant (Abbildung 16). Fir die H441-Lungenepithelzellen ergaben sich keine
ausgepragten Unterschiede im Anteil der Zellen, die CNP aufgenommen hatten (Abbildung 21).

Somit war in dieser Arbeit insgesamt also kein deutlicher Einfluss der CNP-Grof3e auf die Auf-

nahme der CNP in unterschiedliche Zelltypen feststellbar.

Im Gegensatz dazu hatten die Ergebnisse einiger Studien auf deutliche Effekte der Partikelgrof3e
auf die Aufnahme in Zellen hingewiesen (Foged ez 4/, 2005, Koppolu und Zaharoff, 2013,
Zhang, Gao und Bao, 2015). Andere Autoren betonen, dass gerade APC gut dazu befihigt sind,
partikuldre Substanzen im Groéf3enbereich von 20 nm bis 3 um aufzunehmen und sich in Zu-
sammenschau mehrerer Studien keine klare GroBenpriferenz habe feststellen lassen (Bachmann
und Jennings, 2010).

Foged ¢t al., die in ihrer Studie die Aufnahme von Polystyrolpartikeln in verschiedenen Grof3en-
bereichen (40 nm bis 15 um) in humane DC untersucht hatten, stellten die ausgeprigteste Parti-
kelaufnahme im GroB3enbereich der Partikel von unter 500 nm fest (Foged ez al., 2005).

Um die Einflisse auf die Partikelaufnahme besser zu verstehen - mit dem Ziel schliefllich die
Nanopartikel fiir eine gezielte Aufnahme in bestimmte Zellen optimieren zu kénnen - ist es daher
von grof3ter Bedeutung aufzukliren, Gber welchen Weg die CNP von Zellen, vor allem von DC
als die potentesten APC, aufgenommen werden. Phagozytose und Makropinozytose gelten (ins-
besondere fiir tiber 500 nm grof3e Partikel) bislang als wahrscheinlichste Hauptautnahmewege in
DC, wenngleich die genauen Mechanismen noch nicht ausreichend identifiziert werden konnten
(Ma et al., 2013, Yameen et al., 2014).

Fir kleinere Partikel wird hdufig eine Clathrin-vermittelte Aufnahme postuliert: Harush-Frenkel
et al. wiesen eine rein Clathrin-vermittelte Aufnahme positiv geladener, ~100 nm grofler PLGA-
CNP in Hella-Zellen (immortalisierte Zervixkarzinom-Epithelzelllinie) nach (Harush-Frenkel ez
al., 2007). Duran et al. schlossen in Bezug auf die Aufnahme von PLGA-Nanopartikeln
(183 £ 26 nm) in humane DC ebenso auf einen Clathrin-vermittelten Aufnahmeweg (Duran e#
al., 2019).

Harush-Frenkel ez a/. explorierten jedoch auch, dass negativ statt positiv geladene Nanopartikel
der gleichen GréBe nicht tber diesen Endozytoseweg aufgenommen werden und Foged e 4/
stellten fest, dass sich die Aufnahme groBerer Partikel (~1 pm) in humane DC durch positiv ge-
ladene Partikeloberflichen (wie z.B. bei CNP vorhanden) deutlich steigern lisst (Foged ez af,
2005, Harush-Frenkel e# al., 2007). Auch betonen Champion und Mitragoti, dass in Bezug auf
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Phagozytose neben der GrofBe der aufzunehmenden Partikel die Partikelform eine Rolle spielt
(Champion und Mitragotri, 2000).

Zusammengefasst sind neben der Grof3e der Nanopartikel auch Form, LLadung und Oberflichen-
struktur als mogliche die Partikelaufnahme und den Partikel-Aufnahmeweg beeinflussende Fak-

toren zu beachten (Ma ez al., 2013, Kettler ez al., 2014, Jia et al., 2018).

5.3.2 Beeinflussung der Morphologie dendritischer Zellen durch grofle Chitosan-
Nanopartikel

Wenngleich in dieser Arbeit die CNP-Aufnahme nicht deutlich durch die Partikelgro3e bestimmt
wurde, ergaben sich Hinweise darauf, dass die GroB3e der CNP fiir die Vertraglichkeit und damit
Viabilitit der Zellen eine gewichtige Rolle spielt.

In dieser Arbeit wurden die humanen DC nach der 24-stiindigen Inkubation mit 100 pg/ml
90/10-, 90/20- oder 90/50-CNP hinsichtlich der Vertriglichkeit der CNP lichtmikroskopisch
untersucht (Abbildung 12). Es sei darauf hingewiesen, dass die Lichtmikroskopie hierfiir nur erste
Anbhaltspunkte liefern kann. Wihrend sich nach der Inkubation mit den 90/10- und 90/20-CNP
keine deutlichen Auswirkungen feststellen lieBen, waren nach der Inkubation mit den 90/50-
CNP neben agglomerierten CNP auch Anderungen an den Zellen sichtbar. Die Zellen waren
unregelmifBlig verteilt im Well gruppiert, der Anteil an abgekugelten Zellen deutlich erh6ht und
weniger Zellen prisentierten sich mit den fiir die DC charakteristischen Zellausldufern (Dendri-
ten). Insgesamt musste aufgrund der Vielzahl an mikroskopierten Zellen, bei denen deutliche
zellmorphologische Verinderungen sichtbar waren, von einem schidlichen Einfluss der 90/50-
CNP auf die DC ausgegangen werden. Zytotoxizititstests wurden in dieser Arbeit nicht durchge-

fuhrt.

In einem Review von Shang ef a/. wurden die Ergebnisse der Nanopartikelvertriglichkeit in Ab-
hingigkeit von der Nanopartikelgro3e aus mehreren Studien zusammengetragen und der Riick-
schluss gezogen, dass zumeist kleinere Partikel eine hohere toxische Auswirkung haben (Shang,
Nienhaus und Nienhaus, 2014).

In der Fortfithrung dieses Projektes erfolgten Vertraglichkeitspriifungen der CNP, um die Aus-
wirkungen der verschieden grolen CNP auf die Zellen miteinander vergleichen zu kénnen und
die vertriglichsten CNP fiir weitere Studien auszuwahlen. Neben der lichtmikroskopischen Mor-
phologie-Beutteilung wurden hierfiir nach der 24-stindigen CNP-Inkubation Caspase 3/7-
Assays und Propidium-Iodid-Firbungen durchgefiihrt. Eine sehr gute Vertriglichkeit der 90/10-
CNP wurde nachgewiesen, wihrend nach Inkubation der humanen DC mit den gréBeren 90/50-

CNP cine signifikant héhere Caspase 3/7-Aktivitdt messbar war, welche anzeigt, dass Zellen sich
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in einem Zustand der Apoptose befinden. Auch war mittels Propidium-Iodid-Firbung eine redu-
zierte Viabilitit der Zellen mit Anstieg der CNP-GroB3e erkennbar (Walter, 2022).

Die hier genutzten kleinsten Partikel (90/10-CNP) befanden sich allerdings im GroBenbereich
um 220 nm, wihrend in anderen Studien teilweise sehr viel kleinere Nanopartikel im GroBenbe-
reich von 10 nm genutzt werden, sodass diese Ergebnisse nicht im Gegensatz zu den zusammen-

gestellten Erkenntnissen von Shang e a/. stehen (Shang, Nienhaus und Nienhaus, 2014).

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Nach 24-stindiger Inkubation mit 100 pg/ml FITC-konjugierten CNP dreier GroBen (90/10,
90/20 und 90/50) wurde in dieser Arbeit eine effiziente CNP-Aufnahme in APC (murine und
humane DC, humane M1- und M2-Makrophagen) aber auch in weitere Zelltypen (pankreatische
Epithel- und Bindegewebszellen und Lungenepithelzellen) mittels ImageStream-Verfahren nach-
gewiesen.

Fir eine Nutzung der CNP als Vehikel fiir Tumorantigene in der Tumorvakzinierungsanwen-
dung, ist eine gezielte oder zumindest effiziente Aufnahme der Nanopartikel in APC gewtinscht,
damit die APC die Antigene verstirkt aufnehmen und prisentieren und eine effektive Immunan-
twort induziert wird. Zum Zweck des Nachweises der CNP-Aufnahme in DC auch in ,,konkut-
rierender” Situation, wurde die CNP-Aufnahme in kokultivierten humanen DC und Lun-

genepithelzellen analysiert. Eine effiziente CNP-Aufnahme in DC fand statt.

Insgesamt war der Einfluss der Gréfle der CNP auf die Internalisierung in die Zellen gering aus-
geprigt, jedoch erwiesen sich die 90/10-CNP als am besten vertriglich, sodass diese fur weitere
Versuche ausgewihlt wurden.

In der Fortfithrung dieses Projektes von Frederik Walter aus der AG Inflammatorische Karzino-
genese des Instituts fir Experimentelle Tumorforschung, wurde zunichst der Einfluss von unbe-
ladenen oder mit dem Modellantigen SIINFEKL (Ovalbumin 257-264) beladenen 90/10-CNP
auf den DC-Phinotyp untersucht. Die Expression der pro-inflaimmatorischen Zytokine TNF-o,
IL-16 und IL-6 war bei den humanen DC nach Inkubation mit antigenbeladenen CNP deutlich
erhoht. Bei den murinen DC (DC2.4-Zelllinie) wurde ein pro-inflammatorischer Phinotyp so-
wohl durch die Inkubation mit SIINFEKI.-beladenen als auch mit unbeladenen 90/10-CNP
erreicht. Eine erfolgreiche SIINFEKIL-Prisentation via MHC-I von den murinen DC nach Inku-
bation der Zellen mit SIINFEKL-beladenen 90/10-CNP fand statt, am ausgeprigtesten nach

finf Stunden.
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Im nachfolgenden Schritt konnte eine Aktivierung von aus OT-1-Miusen gewonnenen CD8"-T-
Zellen durch die DC2.4-Zellen, die mit SIINFEKIL-beladenen 90/10-CNP inkubiert worden
waren, mittels durchflusszytometrischer Bestimmung der T-Zell-Aktivierungsmarker CD25,
CD44 und CDG69 nachgewiesen werden und zudem die Fahigkeit der auf diese Art aktivierten
SIINFEKI-spezifischen CTL zur Zerstérung von Tumorzellen erfolgreich an SIINFEKI.-
exprimierenden PancOVA-Zellen (murine PDAC-Zellen, Panc02-Zellen mit Ovalbumin 257-

264-Transfektion) nachgewiesen werden.

Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die Ergebnisse von Frederik Walter
darauf hin, dass CNP ein vielversprechendes Vehikel fur die Tumorvakzinierung darstellen (Wal-

ter et al., 2020)

Um das Potenzial dieser Strategie weiter zu validieren, ist ein sinnvoller nachster Schritt, zu pri-
fen, ob sich mit in CNP verpackten humanen tumor-spezifischen Antigenen auch T-Zell-
Antworten gegen humane Tumorzellen induzieren lassen. Auch hierfir misste die Zytolyse ma-
ligner Zellen, die das entsprechende den DC tber CNP zugefithrte Tumorantigen tragen, nach
Zugabe der aktivierten antigenspezifischen CTL analysiert werden. Hierfir kime die Testung mit
dem hidufig beim PDAC mutierten KRAS an PDAC-Zellen mit entsprechendem KRAS-

Mutationsstatus in Betracht.

Zudem sollten weitere Studien folgen, um einen trotz der Biokompatibilitit von Chitosan mdégli-
chen schidigenden Einfluss von 90/10-CNP auf nicht-antigenprisentierende Zellen auszuschlie-
Ben, da auch in sie eine unspezifische Aufnahme der CNP erfolgt. Um eine etwaig notwendige
Anpassung der CNP hin zu einer optimierten Aufnahme in die Zielzellen zu erméglichen, sollten

zudem die Hauptaufnahmewege der CNP in verschiedene Zelltypen identifiziert werden.

Shi ef al. analysierten den Effekt einer Behandlung mit B16-Melanom-Tumorzelllysat-beladenen
und mit Mannose versetzten CNP bereits im Mausmodell 7z vivo. Die CNP wurden C67BL/6-
Miusen mittels subkutaner Injektion verabreicht, anschlieBend wurden den Midusen B16-
Tumorzellen zugefihrt und das Tumorwachstum beobachtet. Das Tumorgewebe in den mit
Tumorzelllysat beladenen CNP behandelten Miusen wuchs signifikant langsamer als in den Kon-
trollgruppen von gar nicht vorbehandelten Miusen oder lediglich mit unbeladenen CNP behan-
delten Midusen. Zudem war die Menge an CTL in den Lymphknoten und Milzen der Méuse, die
mit den Mannose-Tumorzelllysat-CNP behandelt worden waren, hoher als in den Vergleichs-
gruppen. Auch als die Mause zunidchst mit B16-Melanom-Zellen behandelt wurden, bevor sie

sieben Tage spiter die Vakzinierung mit Mannose-Tumorzelllysat-CNP erhielten, wurde das Tu-



5 Diskussion 74

morwachstum im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe signifikant aufgehalten (Shi ez al.,
2017).

Das grof3e Potenzial von CNP als Vehikel in Tumorvakzinierungen wurde hiermit bereits erstma-
lig in vivo demonstriert und untermauert die aussichtsreiche Moglichkeit, diese Strategie in der

Therapie von Krebserkrankungen zu nutzen.
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6 Zusammenfassung

Antigenprisentierende Zellen (APC) wie Makrophagen und dendritische Zellen (DC) sind auf die
Aufnahme und nachfolgende Prisentation von Antigenen spezialisierte Zellen. Durch die Prisen-
tation der Antigene Uber MHC-II werden insbesondere CD4"-T-Helferzellen zur Einleitung einer
Immunantwort angeregt. DC sind durch ihre Fahigkeit zur Kreuzprisentation endozytierter An-
tigene Uber MHC-I dartiber hinaus dazu in der Lage, direkt CD8"-zytotoxische T-Zellen zu akti-
vieren, welche dann die Zellen, die das prasentierte Antigen tragen, spezifisch zerstoren. Werden
Tumorantigene erkannt und prasentiert, wird Giber die Aktivierung von T-Zellen so eine spezifi-
sche Immunreaktion gegen die entsprechenden malignen Zellen induziert.

Durch verschiedene Immun-Escape-Mechanismen kann es Krebszellen jedoch gelingen, sich
diesem Angriff zu entzichen. Prisentieren sie z.B. reduziert Antigene auf ihrer Zelloberfliche,
werden sie von APC schlechter erkannt. Infolgedessen werden die Tumorantigene nicht effektiv
von APC prisentiert und eine Aktivierung von gegen die Krebszellen gerichteten T-Zellen bleibt
aus.

Tumorvakzinierungen stellen einen aussichtsreichen immuntherapeutischen Ansatz zur Behand-
lung von Krebserkrankungen dar, bei dem APC Tumorantigene (wieder) verstirkt zuginglich
gemacht werden, sodass eine effektive und spezifische Immunantwort gegen die Krebszellen
induziert wird. Chitosan-Nanopartikel (CNP) konnten fiir den Transport von Tumorantigen ge-
eignet sein, um eine verbesserte APC-Antigenaufnahme und -prisentation zu erwirken und
dartiber eine tumorgerichtete Immunantwort zu induzieren. Eine non-invasive Applikation der
CNP tber Inhalation ist méglich. Chitosan ist aufgrund seiner Biokompatibilitit und muko-
adhisiven Eigenschaft mit eigener immunstimulierender Wirkung ein vielversprechendes Material

fir die Formung von Nanopartikeln und Verwendung als Vehikel in der Tumorvakzinierung.

In dieser Arbeit wurde die Aufnahme Fluorescein-Isothiocyanat-konjugierter CNP in APC
analysiert, um ihre potenzielle Eignung als Vehikel zu untersuchen. Es wurden CNP in drei
unterschiedlichen Gr6Ben untersucht: 200 nm (90/10-CNP), 450 nm (90/20-CNP) und 980 nm
(90/50-CNP).

Humane APC (DC, M1- und M2-Makropagen) wurden dafir durch Zugabe von Wachstums-
faktoren aus Monozyten differenziert, die zuvor aus dem Blut gesunder Spender isoliert worden
waren. Zudem wurde die CNP-Aufnahme in murine DC analysiert. Vergleichend wurde die Auf-

nahme von CNP auch in humane nicht-antigenprisentierende Zellen (pankreatische Epithel- und
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Bindegewebszellen sowie Lungenepithelzellen) untersucht. Alle Analysen erfolgten 24 Stunden
nach Zugabe der CNP zu den unterschiedlichen Zelltypen.

Es wurde durchflusszytometrisch eine starke Assoziation der CNP mit allen untersuchten Zell-
typen ermittelt. Mithilfe von ImageStream-Analysen (Kombination von Durchflusszytometrie
und hochauflésender Mikroskopie) wurde eine effiziente Aufnahme der CNP in alle untersuch-
ten APC und auch nicht-antigenprisentierende Zellen nachgewiesen. Mittels Konfokal-
mikroskopie wurde die Aufnahme von CNP in humane DC bestitigt.

Wesentliche Unterschiede der CNP-Aufnahme in Abhingigkeit von ihrer Gréfle ergaben sich
keine. Es zeigten sich lichtmikroskopisch jedoch Hinweise auf eine schlechtere Vertriglichkeit
der groBeren CNP (90/50), wihrend die Viabilitit der humanen DC nach der Inkubation mit den
kleineren CNP (90/10 sowie 90/20) unbeeintrichtigt schien.

Aufgrund der angestrebten pulmonalen Anwendung der CNP wurde die CNP-Aufnahme in hu-
mane DC, die mit humanen Lungenepithelzellen kokultiviert wurden, untersucht. Hierbei wurde
eine Aufnahme der CNP in beide Zelltypen nachgewiesen, wobei die Aufnahme in DC hoher
war als die in Lungenepithelzellen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass CNP effizient von humanen
APC aufgenommen werden. Um die Eignung von CNP als Vehikel in Tumorvakzinierungs-
strategien fiir die Induktion einer effektiven, tumorgerichteten Immunantwort weiter zu evaluie-
ren, sind weitere Untersuchungen mit in CNP verkapselten relevanten humanen Tumorantigenen

geplant, bevor die Wirkung anschlieBend in 2z vivo-Studien eruiert werden sollte.
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