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1. Zusammenfassung/ Summary

1.1 Zusammenfassung

Unter den Tumorerkrankungen reprasentieren die oft tédlich verlaufenden urologischen
Tumore eine Entitat mit einem erheblichen Anteil. Extrazellulare Vesikel eréffnen als innovative
Biomarker die besten Chancen zu einer frilhzeitigen Erkennung und dann zielgerichteten
Behandlung solcher Tumore. Exosomen stellen hierbei eine wichtige Untergruppe der
Extrazellularen Vesikel dar. Von diesen ist bekannt, dass sie eine aktive Rolle in der Zell-Zell-
Kommunikation spielen, und tber Proteine und Nukleinsduren an der Zellprdgung sowie der
Kontrolle der Zellaktivitat beteiligt sind. Ihr Potenzial liegt in ihrer Bioverfugbarkeit in allen
Kdrperflissigkeiten wie Blut, Urin, Speichel etc, und sie werden von fast allen Zelltypen
ausgeschieden. Zudem spiegelt inre molekulare Zusammensetzung ihre Herkunft wider, so
lassen sie sich theoretisch ihrem Ursprung wie Tumorgewebe oder Normalgewebe zuordnen.
Allerdings wurden bisher keine fir die Diagnostik von Nierenzellkarzinomen nutzbaren
Biomarker beschrieben. Zum anderen sind Exosomen, die von solchen Tumoren sezerniert
werden, in den diagnostisch nutzbaren Korperflissigkeiten nur in sehr geringer Konzentration
vorhanden. Weiterhin befinden sich in Kdrperflissigkeiten noch eine Vielzahl an Proteinen,
Lipiden, Nukleinsauren und Vesikeln/Partikeln, die von anderen Quellen kommen kdénnen.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Proteine zu identifizieren, die sich nachweislich dem
klarzelligen Nierenzellkarzinom zuordnen lassen und auf Exosomen vorhanden sind. Diese
Tumormarker sollen dazu verwendet werden, ein Verfahren zu entwickeln, mit dem sich
Exosomen solcher Tumore, gezielt aus dem Blut oder Urin anreichern lassen.

Die vorliegende Arbeit dokumentiert die erfolgreiche Isolation von Exosomen aus
verschiedensten Quellen (Zellkultur, Gewebe und Plasma) und Entitdten (Niere, Blase,
Prostata) unter Anwendung eines breiten Methodenspektrums (Ultrazentrifugation, Kits, Nano-
Chips, magnetische Beads). Ein Verfahren zur Anreicherung/Isolierung von Exosomen aus
Gewebe via Ultrazentrifugation mit Saccharosegradient wurde weiterentwickelt und etabliert.
CD147, CA9, CD70 sind als potenzielle tumorspezifische Biomarker im Nierenzellkarzinom
(NZK), in-vitro sowie in-vivo, darstellbar. Die gezielte Anreicherung von Exosomen mittels
magnetischer Beads, die mit exosomalen (CD63) oder tumoralen (CD147) Antikérpern
gekoppelt waren, konnte im in-vitro Modell in der Zellkultur erfolgreich etabliert werden. Hier
zeigten sich unterschiedliche Expressionsmuster auf den CD63-positiven und den CD147-
postiven Subpopulationen. Die Kolokalisation des Tumormarkers CD147 und der
Exosomenmarker CD9, CD63, CD81 auf den CD9-positiven, CD63-positiven oder CD81-
positiven Subpopulationen wurde unter Verwendung eines Nano-Chips in-vitro (Zellkultur) und

in-vivo (humanes Blutplasma) quantifiziert.




Aufbauend auf diesen Daten kann auf der Ebene von Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren
eine weitere Charakterisierung der Exosomensubpopulationen erfolgen. Die Einbindung
innovativer, hochauflésender Techniken erlaubt darauf aufbauend die Entwicklung einer Reihe
von Markern zur diagnostischen und therapeutischen Implementierung von Exosomen in der
Tumorbehandlung.




1.2 Summary

In developed societies, tumors are among the most common diseases which eventually lead
to death. Improvements in diagnostics and therapy have been the focus of numerous research
projects for many decades. Urological cancers represent a large proportion of tumor diseases.
Early detection and targeted treatment offer the best chance of successfully combating the
disease. Extracellular vesicles can fulfil these requirements as innovative biomarkers.
Exosomes, a subgroup of extracellular vesicles, are known to play an active role in cell-to-cell
communication and to be involved in cell imprinting and the control of cell activity via proteins
and nucleic acids. The great medical potential lies in their bioavailability, as they are found in
all body fluids like blood, urine, or saliva and are excreted by almost all cell types. In addition,
their molecular composition reflects their origin, so they can theoretically be assigned to their
cell of origin (e.g. tumor tissue or normal tissue).

However, no biomarkers that can be used for diagnostics in ccRCC have been described to
date. On the other hand, in the body fluids that can be used for diagnostic purposes (e.g. urine,
blood), exosomes that explicitly originate from urological tumor cells are only present in very
low concentrations. Furthermore, there are a large number of proteins, lipids, nucleic acids and
vesicles/particles in body fluids, which may originate from other sources.

The aim of this study was to identify proteins that can be proven to be associated with clear
cell renal cell carcinoma. These tumor markers should be used to develop a method with which
exosomes secreted by a clear cell RCC can be selectively enriched from the blood or urine.
This work describes the successful isolation of exosomes from different sources (cell culture,
tissue and plasma) and entities (kidney, bladder, prostate) using a wide range of methods
(ultracentrifugation, kits, nano-chips, magnetic beads). A known method for enriching/isolating
exosomes from tissue via ultracentrifugation through a sucrose gradient was improved and
established. CD147, CA9, CD70 were identified as potential tumor-specific biomarkers in renal
cell carcinoma (RCC), both in-vitro and in-vivo.

The enrichment of exosomes using magnetic beads coupled with exosomal (CD63) or tumor-
specifc (CD147) antibodies was successfully established in an in-vitro model in cell culture.
Here, different expression patterns were found on the CD63-positive and the CD147-positive
subpopulations. The colocalization of the tumor marker CD147 and the exosome markers
CD9, CD63, CD81 on the CD9-positive, CD63-positive or CD81-positive subpopulations was
quantified in vitro (cell culture) and in vivo (human blood plasma) using a nanochip.

Based on these data, the further characterization of the exosome subpopulations on the level
of proteins, lipids and nucleic acids is envisioned. The integration of innovative, high-resolution
techniques allows the development of a marker panel for the diagnostic and therapeutic

implementation of exosomes in tumor therapy.




2. Einleitung

OAlle verwendeten Personalbegriffe beziehen sich in gleicher Weise auf Frauen und Manner.

2.1 Tumore

Der Begriff Tumor (lateinisch fir ,Schwellung“ oder Geschwulst) bezeichnet im Allgemeinen
die krankhafte Schwellung eines Organes in Folge einer Gewebewucherung, die auf
UbermaRige Zellvermehrung zurlckzufuhren ist. Er kommt sowohl im Reich der Tiere
(Animalia) und dem der Pflanzen (Plantae) vor [1]. Tumore lassen sich in gutartige (benigne)
und bdsartige (maligne) Neubildungen (Neoplasien) von Koérpergewebe unterteilen.
Neoplasien entstehen durch Fehlregulationen innerhalb einer oder mehrerer Zellen, und sind
somit monoklonal bzw. multiklonal [2 - 4]. Benigne Tumore sind gut abgrenzbar,
ausdifferenziert, besitzen eine homogene Struktur, und wachsen langsam sowie verdrangend.
Sie weisen sehr geringe Zellverdnderungen auf und bedingen einen symptomarmen,
metastasen-freien Krankheitsverlauf. Maligne Tumore sind schlecht abgrenzbar, wenig
differenziert, besitzen eine heterogene Struktur, und wachsen schnell sowie invasiv. Sie
weisen eine hohe Mutationsrate, viele atypische Veranderungen und eine hohe

Zellteilungsrate auf. Der Krankheitsverlauf ist eher kurz und oft letal [5, 6, 7].

In dieser Arbeit wird ausschlie3lich Bezug auf Malignome des Menschen genommen.

2.1.1 Entstehung und Entwicklung von Tumoren

Tumorerkrankungen zahlen zu den haufigsten Krankheiten mit einem erhdhten Auftreten im
fortgeschrittenen Alter [8 - 10]. Unter den Begriff »Krebs«, oder auch Karzinom, fallen alle
bosartigen Neubildungen von (Tumor-) Gewebe - einschliellich der Lymphome und
Leukamien [11].

Die genetischen Veranderungen und der damit verbundene Selektionsprozess fuhrt dazu,
dass fortgeschrittene menschliche bésartige Tumore (Malignome) karyotypisch und biologisch
sehr individuell sind. Tumore weisen oft einen heterogenen Karyotyp auf, deshalb strebt man
eine indiviuelle Therapie an. Eine auf den Individualtyp zugeschnittene Therapie ware in
diesem Zusammenhang erstrebenswert [12]. Sie ist in der ,Internationalen statistischen
Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheitsprobleme® (ICD-10, Kapitel II)
definiert. Sie spiegelt nichtimmer den klinischen Verlauf der Erkrankungen wider und dient als

Kodierung flr die Dokumentation [13].




2.1.2 Die Biologie und Verteilung urologischer Tumorerkankungen

Die Einteilung in Neubildungen mit gutartigem, bdsartigem oder unsicherem Verhalten weist
zudem historische Veranderungen, beispielsweise bei Blasentumoren, auf [14]. Bdsartige
Neubildungen kdnnen ihren Ursprung in unterschiedlichen Zellarten haben und in den
verschiedensten Organen des menschlichen Korpers entstehen. Die meisten
Krebskrankheiten beginnen in den inneren und auf3eren Korperoberflachen (Epithelien) [15].
Ein Grof3teil der Tumoren sind vom Driisengewebe ausgehende Adenokarzinome, sowie
Plattenepithelkarzinome, bosartige Tumoren des Ubergangsepithels (Urothelkarzinome) und
kleinzellige Karzinome [16, 17]. Leukdmien und Lymphome entstehen im blutbildenden
Knochenmark oder in den lymphatischen Geweben [18, 19]. Ferner kbénnen bdsartige Tumore
ihren Ausgangspunkt gleichfalls in den pigmentbildenden Zellen (Melanome), in den
Stiutzzellen des Nervensystems (Gliome) oder im Binde- und Stitzgewebe (u.a. Sarkome)
haben [20, 21, 22].

Im Jahr 2016 wurden nach Schatzung des ZfKD in Deutschland insgesamt circa 492.000
Krebserkrankungen diagnostiziert. Hiervon traten ca. 258.500 Erkrankungen bei M&nnern und
233.600 Erkrankungen bei Frauen auf. Damit liegen die Fallzahlen fir Krebs seit 2007
beharrlich bei etwas unter 500.000, mit relativ kleinen Abweichungen [22].

Da das Erkrankungsrisiko fiir das Gros der Krebsarten mit steigendem Alter zunimmt [23 - 25],
ist aufgrund der steigenden Zahl alterer Menschen [26, 27] in der Bevdlkerung eine stetige
Zunahme zu erwarten [28]. Rechnet man diese Entwicklung mittels Altersstandardisierung
heraus, so ist festzustellen, dass die Erkrankungsraten bei Mannern innerhalb der letzten 10
Jahre um 12 %, bei Frauen um 1 %, zurick gegangen sind. Diese Abweichungen sind vor
allem durch die geschlechtsspezifischen gegenlaufigen Entwicklungen bei durch das Rauchen
geforderten Krebskrankheiten bedingt [22].

Die relativen 5-Jahres-Uberlebensraten sind ein MaR fur die Uberlebenschancen von
Krebspatientinnen und -patienten verglichen mit der Gesamtbevidlkerung mit gleichem Alter
und Geschlecht. Sie sind stark von der Tumorart abhangig und reichen von Werten unter 20
% flr bésartige Tumoren der Lunge, Leber und Bauchspeicheldriise bis hin zu Werten tber
90 % fur das maligne Melanom der Haut, den Hodenkrebs und den Prostatakrebs [22]. Bei
vielen Krebserkrankungen ist die Atiologie (zugrunde liegender ursachlicher Zusammenhang)
unbekannt oder die bekannten Ursachen lassen sich nicht beeinflussen. Praventive Verfahren

gibt es daher bis dato nur fiir bestimmte Tumorarten [22, 29 - 31].
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I 3.3% Mundhohle und Rachen
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Il 3,6% Bauchspeicheldriise
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Il 2.4% Leber
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs. [22]
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebssterbeféallen
in Deutschland 2016. [22]
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Zu den urologischen Tumorerkrankungen gehdéren die Blasenkarzinome und Nierenkarzinome
sowie die Karzinome von Prostata, Hoden und Penis beim Mann [22]. Das Nierenzellkarzinom
(NZK) zahlt zu den eher seltenen Tumorerkrankungen, mit einem Anteil von 2,3 %
Neuerkrankungen bei Frauen bzw. 3,8 % Neuerkrankungen bei M&nnern, gemessen an der
Gesamtheit aller jahrlich erfassten Krebsneuerkrankungen in Deutschland [22].
Nichtsdestotrotz beléauft sich die geschatzte Zahl der Personen, die jedes Jahr weltweit am
Nierenkarzinom erkranken, auf mehrere Hunderttausend (>338.000 im Jahr 2012 und + 22%
bis zum Jahr 2020) [32].

Maligne Neubildungen der Niere kénnen in verschiedenen Geweben entstehen. Von allen
Nierentumoren in Erwachsenen kommen die Nierenzellkarzinome mit einem Anteil von knapp
96 % am haufigsten vor. Bei Kindern sind diese seltener, bei ihnen Uberwiegen die
Nephroblastome (Wilms-Tumoren). In Deutschland wurden im Jahr 2016 etwa 14.640
Neuerkrankungen gezéhlt, Manner waren fast doppelt so haufig betroffen wie Frauen [22]. Das
NZK ist gekennzeichnet durch unterschiedliche histologische Subtypen. Diese werden durch
die Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation 2016 beschrieben [33]. Unter den malignen
Tumoren macht das klarzellige NZK etwa 75 % der Nierenzellkarzinome aus. Die restlichen
20-25 % der NZKs sind nicht-klarzellige NzZKs, wie zum Beispiel chromophobe NZKs,
Karzinome des Sammelrohres, Translokations-assoziierte Nierenzellkarzinome, medullare
Nierenkarzinome und andere, sehr seltene, aber zuweilen auch sehr aggressive NZKs. Diese
Formen kdnnen erblich sein oder sporadisch auftreten [34, 35]. Zu den Markern fur das NZK
zahlen VHL (Von-Hippel-Lindau Syndrom), vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF)
und Carboanhydrase 9 (CA9) [36, 37]. Allerdings fehlt ein aussagekraftiger, prognostischer
Marker fur das NZK bis heute. Bisher gibt es keine zuverlassigen loslichen Marker, die im Blut
oder Urin nachgewiesen werden kdnnen. Eine prazise Diagnose ist ein wichtiges Werkzeug in
der effektiven Behandlung dieser Krankheit. Daher missen komplexere Strategien zur

Friherkennung oder sogar Vorhersage von NZK entwickelt werden.

Blasenkrebs ist ein Karzinom der Urothel- oder ,Schirmzellen®, die das Lumen der Harnblase
auskleiden. Urothelkarzinome kénnen aber auch im oberen Harntrakt (Nierenbecken und
Harnleiter) und in der proximalen Harnréhre auftreten. Blasenkarzinome machen etwa 90 bis
95 % der Urothelkarzinome aus. Histologisch umfassen Blasenkarzinome 75 % rein urotheliale
Karzinome und 25 % solche mit abweichender Histologie, was die Behandlung dieser
Erkrankung komplexer macht [38]. Beim Blasenkrebs handelt es sich Uberwiegend um
Karzinome des Urothels, die haufig an verschiedenen Orten der Blase und abfiihrenden

Harnwege gemeinsam auftreten [22]. Derzeit sind zudem weltweit schatzungsweise 500 000
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Neuerkrankungen und 200 000 Todesfélle auf Blasenkrebs zuriickzufihren. Dabei betragt das
Lebenszeitrisiko flr Blasenkrebs bei Mannern ca. 1,1 % und bei Frauen 0,27 %. Mehr als 1,6
Millionen Menschen, weltweit, leben mit dieser Krankheit [39].

Wéhrend einige Urin-Biomarker von der US-amerikanischen Food and Drug Administration
(FDA) zugelassen sind und bei ausgewahlten Patienten niitzliche therapeutische Zusatzstoffe
sind, fehlt allen die diagnostische Genauigkeit, die erforderlich ist, um die Zystoskopie zu
ersetzen [40]. Gemal den Leitlinien der European Association of Urology (EAU) gibt es keine
ausreichenden Beweise fur die Verwendung von TMB (tumour mutational burden),
molekularen Subtypen, Immun- oder anderen Genexpressionssignaturen fir die Behandlung
von Patienten mit Urothelkarzinomen [41].

Ein verbessertes Verstandnis der Molekularbiologie und Genetik von Blasenkarzinomen hat
die Art und Weise, wie lokalisierte und fortgeschrittene Erkrankungen diagnostiziert und
behandelt werden, weiterentwickelt. Wahrend die Immunstimulation Uber BCG (Bacillus-
Calmette-Guérin = ruft in der Blase drtliche Entzundung hervor) die tragende Sé&ule der
Therapie von nicht-muskelinvasivem Blasenkarzinomen mit mittlerem und hohem Risiko ist,
wurden die therapeutischen Optionen fir muskelinvasive und fortgeschrittene Erkrankungen
um Immuntherapie mit Checkpoint-Hemmung, anderen zielgerichteten Therapien und

Antikorper-Wirkstoff-Konjugate erweitert [23].

2.2 Liquid Biopsies

Trotz erheblicher Fortschritte in der Diagnostik fehlen geeignete Methoden zur Friiherkennung
von Krebserkrankungen. Die Friherkennung von Tumorerkrankungen ist jedoch einer der
vielversprechendsten Ansétze zur Verbesserung der Therapieergebnisse in Kombination mit
einer individuellen Prognosebewertung zur Verbesserung der Therapieauswahl [42 - 47]. In
diesem Zusammenhang gewinnen Biomarker im klinischen Management zunehmend an
Bedeutung [48 - 50].

Die Flussigbiopsie stellt eine weniger invasive Methode zur Beobachtung der Entwicklung von
Karzinomen dar. Sie hat sich als Kandidat fiir den Ersatz einer invasiven Gewebebiopsie
herausgestellt. Prinzipiell erméglicht sie eine haufigere und genauere Probenahme von
Tumorpatienten, mit dem klaren Ziel, auf lange Sicht die Prazisionsmedizin fir jeden Einzelnen
zu ermoglichen [51, 52].

Zirkulierende Tumorzellen (CTCs, englisch: circulating tumor cells), extrazellulare Vesikel
(EVs) und zirkulierende Tumor-DNA (ctDNA) sind die géangigen, frei beweglichen Biomarker,
die aus einer Flussighiopsie entnommen und analysiert werden koénnen. CTCs sind
Krebszellen, die von Tumoren (primare und/ oder Metastasen) in das Gefal3system

abgegeben werden. EVs sind Vesikel in NanometergrofRe, einschlie3lich Exosomen und
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Mikrovesikeln, die durch ihre molekulare Fracht (Proteine, mRNA, microRNAs (miRNAs) und
DNA) eine wichtige Rolle in der interzellularen Kommunikation spielen. Die ctDNA ist eine,
tumorbedingt, kurze, zersplitterte Form der DNA, die ebenfalls in den Blutkreislauf abgegeben
wird und tumorbedingte genetische Veranderungen aufweist. Jeder dieser zirkulierenden
Biomarker hat einzigartige Eigenschaften, die mdglicherweise das Krebsmanagement
unterstutzen kdnnten. Viele Studien haben gezeigt, dass Flussigbiopsien helfen kénnen, die
Krebsdiagnose und -prognose sowie die Therapieiberwachung von Krebs der
verschiedensten Entitaten zu verbessern [53 - 61].

Insbesondere fliissige Biopsien aus Blut und Urin stellen eine vielversprechende Quelle fir
Biomarker dar, da sie das komplexe Spektrum von Tumorzellen, und Verdnderungen der
Mikroumgebung in einem Gewebe, im Vergleich zu Tumorgewebebiopsien widerspiegeln.
Dieser minimalinvasive Ansatz stellt einen weiteren wichtigen Vorteil dar, der mehrere
Analysen wahrend des Krankheitsverlaufs erméglicht [62 - 64].

Um einen effizienten klinischen Einsatz zu erreichen, muss noch an der Standardisierung von
sowohl praanalytischen als auch analytischen Verfahren geforscht und die Probennahme von
Flissigbiopsiekomponenten (z.B. DNA oder EVs) fir alle harmonisiert oder standardisiert
werden. Das Spektrum der Standardisierung in praanalytischen Verfahren umfasst die Wahl
der Blutentnahmeréhrchen, die Zeit zwischen Blutentnahme und Plasmagewinnung, das
Verfahren der Verarbeitung der Primérproben sowie die Verfahren zur Gewinnung/ Isolierung
von Flussigbiopsiekomponenten. Standardprozeduren sollten auch fir ihre Charakterisierung
und Quantifizierung validiert werden. DarlUber hinaus sollte die Standardisierung den Fokus
auch auf die Maximierung der Ausbeute der Flissigbiopsien setzen. Wie oben erwéhnt, kénnte
die Flussigbiopsie die Charakterisierung der Krebsheterogenitat (Tumoren und Metastasen)
und ihre Entwicklung besser darstellen. Allerdings sind zusatzlich groRe klinische
Validierungsstudien ebenfalls obligatorisch, um die Effizienz der verschiedenen gefundenen
Marker in Flussigbiopsien (einschlie3lich Exosomen, ctDNA oder CTC) zu bewerten und zu
zeigen, dass es dadurch Vorteile fur den Patienten in der klinischen Praxis gibt [62].

Damit eignen sich Flussigbiospien im NZK schlussendlich mehr fir das Follow-Up und weniger

flr das Screening.

2.3 Die Rolle von Exosomen in der Tumorforschung

Zellen regulieren sich selbst (Homoostase), im Gewebe auch untereinander (zellibergreifend).
Dies geschieht Uber regulatorische Netzwerke und Botenstoffe/Signalmolekile auf

verschiedenen molekularen Ebenen (DNA, RNAs, Proteine).
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Extrazellulare Vesikel (u. a. Exosomen) stellen einen Weg der intra- und interzellularen
Kommunikation sowie Regulation dar. Diese Vesikel spielen eine bedeutende Rolle fir
Tumorprogression und Metastasierung. Erstmals beschrieben wurden Extrazellulare Vesikel
(EVs) bereits 1946 als prokoagulierende, von Blutplattchen abgeleitete, Partikel in Plasma
[65]. Mehr als 20 Jahre spater, in den 1960er Jahren, wurden sie als ,Blutplattchenstaub®

bezeichnet und beschrieben [66].
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Abbildung 3: Intrazellulare Biogenese und Sekretion extrazellularer Vesikel. A: Der Prozess
der Exosomenbildung beginnt mit frihsortierenden Endosomen (ESE), die durch Endozytose
auf der Oberflache von Plasmamembranen gebildet werden. AnschlieRend reift ESE zu einem
spaten Endosom (LSE)/multivesikularen Kérper (MVB) und Exosomen werden durch Fusion
von MVBs in den extrazelluldaren Raum freigesetzt. B: Exosomen interagieren mit Zielzellen
Uber Rezeptoren, Fusion mit Plasmamembran, Endozytose oder Freisetzung ihrer Fracht.
ESE= early sorting endosome; LSE= late sorting endosome; MVB= multivesicular body. [67]

Extrazellulare Vesikel (EVs) stellen eine neue mutmallliche Klasse von Biomarkern aus
flussigen Biopsien dar. Diese EVs mit einem Durchmesser von 30-5000 nm werden
hauptsachlich in grof3e (d. H. Mikrovesikel) und kleine EVs (d. H. Exosomen) unterteilt. Zu den
spezifischen Markern fir IEVs (large extracellular vesicles) zahlen TOMM20, RPS7. Zu den
spezifischen Markern fur seVs (small extracellular vesicles) zahlen ADAM10, Syntenin-1, Alix
und Tetraspanine. Solche extrazellularen Vesikel lassen sich in zahlreiche Subpopulationen
unterteilen. So konnten sogenannte ,Mitovesikel* als Subpopulation mit mitochondrialen
Proteinen bereits beschrieben werden [68]. Im Gegensatz zu den gréReren Mikrovesikeln
werden Exosomen mit einer charakteristischen Grof3e von 30-150 nm von fast allen Zellen

prozessiert und aktiv sekretiert. Sie sind nicht nur an physiologischen Prozessen beteiligt,
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sondern auch an der Tumorentwicklung und -progression. Denn Tumorzellen weisen
Veranderungen auf, welche sich unter anderem in abweichenden Expressionsmustern
bestimmter (tumorassoziierter) Proteine zeigen, und sich auch in deren Exosomen
wiederfinden. Die molekularen Eigenschaften von EVs spiegeln zumindest teilweise die
Biologie ihrer Elternzellen wider und machen sie somit zu einer vielversprechenden Quelle fir
Biomarker aus fliissigen Biopsien [69 — 79].

Um die Nomenklatur in dieser Arbeit zu vereinheitlichen, wird der Begriff ,EVs"® fur alle Arten

von Vesikeln endosomalen Ursprungs, also auch fir Exosomen, verwendet.

2.3.1 Funktion

Extrazellulare Vesikel, insbesondere Exosomen, werden von nahezu allen Zelltypen
abgegeben und aufgenommen und sind in allen Korperflissigkeiten und -geweben zu finden
[80]. Mit ihrer molekularbiologischen Fracht in ihrem Lumen sowie den membrangebundenen
Molektilen konnen sie dort, wo sie in Kontakt mit anderen Zellen treten, oder von ihnen
aufgenommen werden, zu einer zellularen Reaktion fihren. EVs spielen somit eine wichtige
Rolle bei der Zell-Zell-Kkommunikation und der Zellhomb6ostase (siehe Abbildung 4). So kdnnen
durch EVs metabolische Programme, Interaktionen mit dem Immunsystem,
Reparaturmechanismen oder die Regulierung der Genexpression gesteuert werden.
Kdrperflissigkeiten, wie zum Beispiel Sperma, Fruchtwasser, Blut und Muttermilch enthalten

Exosomen mit, mutmallich, bedeutenden Funktionen [81].

Da auch Tumorzellen Uber das komplette genetische Repertoire verfigen, kénnen sie sich
unter anderem diese Funktionen von EVs zu Nutze machen, um zum Beispiel die
Tumormikroumgebung zu kontrollieren, die Angiogenese fiir die Versorgung des eigenen
Tumorgewebes zu fordern oder die Metastasierung zu fordern und metastatische Nischen

vorzubereiten [82].

Da Exosomen so reich an verschiedenen Arten von molekularbiologischen Strukturen sind,
sind sie pradestiniert als minimalinvasive Biomarker fir die Friherkennung, Diagnose und
Prognose verschiedener Krebsarten, sofern sich geeignete Techniken und Verfahren fir

deren Isolation und Charakterisierung etablieren.
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Exosomes, sowie umrahmend die méglichen Funktionen
und Effekte auf andere Zellen. Adaptiert von Kalluri und LeBleu (2020). Quelle [80]

2.3.2 Techniken zur Isolation und Charakterisierung

Aufgrund ihrer geringen Gré3e und der oft sehr heterogenen Zusammensetzung biologischer
Flissigkeiten bedarf es spezieller Techniken, um Exosomen spezifisch aus diesen zu isolieren
und nachfolgend zu charakterisieren. Diese Techniken mussen imstande sein, spezifisch
solche Partikel zu isolieren, die die morphologischen und molekularbiologischen Kriterien von

Exosomen erfullen.

Zu diesen Methoden zahlen vor allem Ultrazentrifugation, Ultrafiltration, Affinitatsreaktionen
mit  Antikérpern und magnetischen Partikeln, massenspektrometrische Verfahren,
GrolRenausschlusschromatografie, Dialyse mit hydrostatischer Filtration, Prazipitation und
Mikrofluidik [82].

Das Sedimentieren kleinster Partikel durch differentielle Zentrifugation bis hin zur
Ultrazentrifugation galt lange Zeit als Goldstandard fir die Gewinnung von Exosomen [83].
Doch gerade fir die Methode der Ultrazentrifugation gilt, dass sich im Isolat neben Exosomen
auch Lipoproteine, l6sliche Proteine, und extrazellulare Partikel, die von nicht-endosomalen
Wegen stammen, befinden kénnen [84, 85]. Und vor allem kénnen abhangig von Rotortyp,
Hohe der Zentrifugalkrafte, Zentrifugationszeiten und der Wahl von Dichtegradienten die
Exosomenausbeute erheblich schwanken sowie die Reinheit der Exosomenisolate beeinflusst
werden [86].

Nach wie vor stehen sich zwei Prinzipien, physikalische und biochemische, kontrar gegentber.

Durch Isolationsverfahren die nach physikalischen Kenngrélzen, wie Gréf3e oder Dichte der
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Partikel, Vesikel isolieren (z.B. Gro3enauschlusschromatografie, Ultrazentrifugation), werden
zwar weniger Subpopulationen diskriminiert, dafiir aber oft unerwiinschte Partikel ko-isoliert
[87]. Im Falle von biochemischen Verfahren, z.B. durch Antikdrper, verhalt es sich genau
andersrum. Hier werden extrazellulare Partikel hochspezifisch selektiert, und Partikel, die zwar
Uber ahnliche morphologische Eigenschaften verfligen, aber nicht der Klassifikation von EVs
entsprechen [88], aussortiert. Allerdings decken diese Verfahren nur einen Teil der EV-
Subpopulationen ab, denn der Anteil an isolierten EV-Subpopulationen gemessen an der
Gesamtpopulation, hangt von der Wahl und Zahl der verwendeten Antikdrper, oder der
Effektivitét des Isolations-Kits, ab [89 - 91].

Bei Prazipitationsfallungen kann unter Umstanden beides auftreten — die Ko-Isolation

unerwinschter Partikel und der Verlust von Subpopulationen [59, 78, 92].

Bewéhrt hat sich eine Kombination verschiedener Methoden zur Isolation, basierend auf
wiederholten Zentrifugations- und Filtrationsschritten, gefolgt von einem abschlieRenden
Ultrazentrifugationsschritt, in dem die Exosomen pelletiert werden, sowie verschiedener
Methoden zur Charakterisierung der exosomalen Morphologie und des Proteingehaltes,
einschlielBlich Elektronenmikroskopie, Durchflusszytometrie und Western Blot. Exosomen
kdnnen auch aus verschiedenen Korperflissigkeiten wie Plasma isoliert werden, indem das
gleiche Verfahren wie fir Zellkulturmedien verwendet wird. Bei hochviskosen Flissigkeiten
kann es erforderlich sein, die Probe vor dem Zentrifugations- und Filtrationsschritt mit PBS zu
verdunnen, die Zentrifugalkraft zu steigern, die Dauer der Ultrazentrifugation zu erhéhen und

die Probe mit einem Saccharose-Gradienten weiter aufzureinigen [93].

Im komplexen Aufbau von Gewebe liegt wiederum die Herausforderung, die Gewebeproben
so zu behandeln, dass nicht durch &dussere Einflisse wahrend des Isolationsprozesses
vesikelartige Strukturen entstehen oder Vesikel freigesetzt werden, die das Ergebnis
verfalschen. Das Verfahren umfasst einen milden extrazellularen Matrixverdau des Gewebes,
eine Reihe von Filtrations- und Zentrifugationsschritten zur Reinigung, und einen lodixanol-
basierten hochaufldsenden Dichtestufengradienten oder einen auf Saccharose basierenden
Gradienten. Diese Technik ermdglicht quantitative, hochgradig reproduzierbare
Untersuchungen von EV-Subtypen, einschlie3lich Subpopulationen von Mikrovesikeln,

Exosomen und Mitovesikeln [94].

Es bleibt also die Herausforderung, die bewahrten Techniken sinnvoll zu kombinieren, zu
optimieren und an die wissenschaftlichen Fragestellungen anzupassen. Die zu etablierenden
Verfahren sollen am Ende spezifisch, aber gleichzeitig mdglichst diskriminierungsfrei
gegenuber Exosomen-Subpopulationen sein. Eine qualitativ hochwertige Isolierungsmethode

fur Exosomen, gekoppelt mit der Charakterisierung dieser Exosomen, ist hierbei entscheidend,
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um Exosomen von sonstigen Vesikeln und Partikeln abzugrenzen. Zielfihrend in dieser Arbeit
ist die Verwendung von Oberflachenmolekilen als Biomarker, um eine spezifische Selektion

von Exosomen zu ermdglichen.

2.3.3 Mikrovesikel / Extrazellulare Vesikel als Biomarker

Biomarker werden haufig als Diagnoseinstrumente, Plattformen fir personalisierte Medizin
und Ersatzendpunkte fur die klinische Forschung eingesetzt [95]. Exosomen erfillen die
Eigenschaften von Biomarkern, weil sie in leicht zuganglichen Korperflissigkeiten wie Blut und
Urin freigesetzt werden und den Status der freisetzenden Zelle abbilden [96]. Damit Exosomen
als Biomarker fungieren, miussen diese Marker enthalten, die dazu geeignet sind objektive,

guantifizierbare und reproduzierbare Messungen im medizinischen Kontext anzustellen.

Solche Marker fir bestimmte Exosomen zu identifizieren ist Voraussetzung dafiir, grofl3e
Mengen reiner und spezifischer Exosomen aus Mischungen verschiedener Vesikeltypen in
einem grofRen Losungsvolumen zu isolieren. Und dies wiederum ist notwendig, um die
Eigenschaften dieser Exosomen auf allen Ebenen (DNA, RNA, Proteine) so gut zu
charakterisieren, dass man das diagnostische und therapeutische Potenzial auch vollstandig
ausschopfen kann [97]. Aufgrund ihres zellularen Ursprungs und der auf ihrer Oberflache
vorhandenen Proteine/ Lipide/ Rezeptoren, sind Exosomen ideale Kandidaten fir die
Verwendung als Biomarker. In klinischen Studien liegen die meisten Anwendungen von
Exosomen bisher in ihrer Funktion als Biomarker [98] und weniger in der Nutzung als

therapeutisches Mittel.

Zahlreiche Arbeiten weisen darauf hin, dass Exosomen als Biomarker fiir die Diagnose und
Prognose bosartiger Tumore, und anderer Krankheiten, verwendet werden kdnnen. Eine
Reihe von Veroffentlichungen beschreibt den Zusammenhang von Exosomen mit
verschiedenen Krebsarten. Zu den aussagekraftigsten, diagnostischen Molekiilen in und auf
Exosomen zahlen exosomale Proteine und RNAs [96]. Doch schon die Konzentration von
zirkulierenden Exosomen kann ein diagnostischer Parameter sein und die Funktion eines
Biomarkers erfiillen. Denn es konnte schon nachgewiesen werden, dass sich Konzentration
und Herkunft mit dem Fortschreiten des Krankheitsverlaufes &ndern [99]. Exosomen kommen
haufiger in Korperflussigkeiten vor als zirkulierende Tumorzellen, sind aufl3erdem unter
physiologischen Bedingungen sehr stabil und bestehen aus Molekilen, die tumor-spezifisch
sein kdnnen. Die Molekile, aus denen sich Exosomen zusammensetzen, und die als
Biomarker geeignet sein konnten, lassen sich in vier Gruppen unterteilen. Das sind die
Nukleinsduren (DNA, mRNA, nicht-kodierende RNAS), Lipide (Cholesterol, Phospholipide),
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I6sliche  Proteine  (Enzyme, Signalproteine, Proteine des Zytoskelettes) und
Oberflachenproteine (Transmembranproteine, Adhasionsmolekiile, Rezeptoren) [100].

Fur die Bedeutung der Exosomen-Proteomik und der Erforschung der krankheitsassoziierten
Protein-Biomarker flr neurodegenerative, neuropsychiatrische und andere Erkrankungen gibt
es schon valide Hinweise [101]. Fur die Verbesserung der Behandlung von Tumoren der Niere
ist dieser Ansatz innovativ und vielversprechend. Bisher fehlen noch diagnostische Biomarker
fur Nierenzellkarzinome (NZK), die fiir Flussigbiopsien geeignet sind, obwohl
vielversprechende Daten veré6ffentlicht wurden, die auf ihr diagnostisches Potenzial hinweisen.
Diese Studien zu EVs konzentrieren sich hauptséachlich auf microRNAs (miRNAs) und
Proteine in Serum und Urin [102]. Exosomen kdnnen moglicherweise als diagnostisches Mittel
Krankheiten im Frihstadium erkennen, da das Exosom verschiedene Protein-Biomarker tragt,
die mit einer bestimmten Krankheit assoziiert sind. Daher ist es ein vielversprechender Ansatz,
EVs und deren tumorspezifischen Oberflachenproteine naher zu untersuchen, mit dem Ziel

diagnostische Biomarker fir NZKs zu klassifizieren.

2.4 Tumorspezifische Marker fir Exosomen

Aufgrund ihrer leichten Zuganglichkeit, Stabilitdt und tumorspezifischen Molekile haben EVs
grol3es Potenzial als diagnostische und prognostische Biomarker [103]. Andererseits ist die
Nutzung von EVs als Trager oder als Impfstoff gegen Tumore auch eine attraktive Strategie
fur die Karzinombehandlung. Aufgrund ihrer Stabilitat in Korperflissigkeiten, Tropismus zu
bestimmten Organen und minimalen Nebenwirkungen koénnen EVs erfolgreich
Antikrebsmolekdle transportieren, um Krebszellen anzugreifen — eine neuartige Strategie fur
die Krebsbehandlung als zellfreie Antikrebsimpfstoffe [104].

Im Allgemeinen muss man berlicksichtigen, dass von Tumoren abgeleitete Exosomen nur
einen bestimmten Teil der Exosomen in Blut und Urin darstellen, zusétzlich zu denen, die von
verschiedenen Organen und Zellen sekretiert werden. Daher kbnnten Anreicherungstechniken
fur Tumorexosomen ({ber tumor- oder zelltypspezifische Marker ihre diagnostische
Genauigkeit erhéhen [102]. Somit stellt die Mdglichkeit, von Tumorzellen in Plasma/ Seren
produzierte EVs zu isolieren und zu erforschen, eine wichtige Gelegenheit fir die
Entschlisselung dieser Mechanismen und die Entdeckung von Biomarkern dar. Die Rolle von
EVs bei der therapeutischen Resistenz von fortgeschrittenem Prostatakrebs und deren
Verwendung als Biomarker zur Vorhersage von Resistenzen wurde schon beschrieben [105].
Exosomale miRNAs (exomiRs) sind als Biomarker fiir die Tumorentwicklung und -progression
vielversprechend [106]. Von Gewebe abgeleitete sEVs (small extracellular vesicles =
Exosomen) enthalten prognostische proteomische Signaturen [107]. Neben den

Nukleinsduren eignen sich also insbesondere die Proteine, die sich in der Membran der
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Vesikel befinden, als potenzielle Biomarker, sofern diese nachweislich tumorspezifisch oder

tumorassoziiert sind.

2.4.1 Bisher verwendete Biomarker: EpCAM

Das Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) ist ein ungefahr 40 Kilodalton (kDa) grof3es,
Transmembran-Glykoprotein Typ |. Das menschliche EPCAM-Gen befindet sich auf dem
Chromosom 2 (2p21) und hat eine geschatzte Gré3e von 14 Kilobasen (kb) [108]. EpCAM
spielt eine herausragende Rolle bei Bildung interzellularer Adh&sionen, Aufrechterhaltung der
epithelialen Integritat des Magen-Darm-Trakts und Férderung des epithelialen Phanotyps Uber
verschiedene Gewebetypen hinweg. Embryologische Studien zeigen, dass EpCAM eine
wichtige Rolle bei der epithlialen Organentwicklung und Plazentabildung spielt [109].
Zusatzlich zu seiner Rolle in gesundem Gewebe spielt EpCAM eine herausragende Rolle in
der Krebsbiologie und war das erste humane tumorassoziierte Antigen, das mit monoklonalen
Antikérper identifiziert wurde [110]. Nachfolgende Studien haben gezeigt, dass EpCAM haufig
und stark auf der Zelloberflache vieler epithelialer Krebsarten exprimiert wird, mit der héchsten
Expression bei Adenokarzinomen der Bauchspeicheldriise, des Dickdarms und der Prostata
[111]. EpCAM hat zahlreiche verschiedene Funktionen, die wichtige Auswirkungen auf die
Krebsinitierung haben. Dazu zé&hlen die Progression und die Mechanismen die den Transfer
vom Epithel zum Mesenchym (EMT= epithelialer-mesenschymaler Transfer). Bei Krebs ist
EMT ein komplexer Prozess, bei dem epitheliale Krebszellen Schlisselmerkmale verédndern
und einen mesenchymalen Phanotyp annehmen, der die Zellmotilitat erméglicht, und so
Invasion und Metastasierung férdert [112].

Das Epithelzelladhasionsmolekil (EpCAM) dient dariiber hinaus als weiterer Marker und fand
auch bei NZK-Patienten Einsatz [108, 113]. EpCAM ist ein Epithelzellmarker, jedoch kein
tumorspezifischer Zellmarker, und wird sogar bei aggressiven, dedifferenzierten Tumoren
(einschlief3lich NZK) herunterreguliert [114].

2.4.2 Potenzielle tumorspezifsche Marker

Wie bereits beschrieben lassen sich Markerproteine, wie zum Beispiel EpCAM oder PSMA,
nicht auf beliebig viele Tumorentitdten anwenden, oder sind gar nur auf eine Entitat
beschrénkt.

Daher haben wir Carboanhydrase 9 (CA9), CD70 und CD147 als vielversprechende
tumorspezifische Marker auf Exosomen im NZK ausgewahlt, da schon gezeigt wurde, dass
diese wahrend der Tumorentwicklung und des Fortschreitens im klarzelligen NzZK
hochreguliert sind [115 — 118]. Nachfolgend werden diese Proteine nahe beschrieben, und

ihre Bedeutung in der menschlichen Physiologie und Pathologie ndher betrachtet.
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2.4.2.1 CD70

CD70 (CD27L) ist ein Typ-ll-Transmembran-Glykoprotein [119] und wird Uberwiegend auf
aktivierten Lymphozyten exprimiert wird [120, 121]. Seine immunologische Bedeutung liegt in
der Vermittlung von Signalen zwischen B- und T-Zellen, und damit dem Aufbau und Kontrolle
einer Immunantwort [122 - 124].

Menschliches CD70 bestent aus 193 Aminosduren, mit einer extrazellularen
Bindungsdomane, einem Transmembransegment und einer kurzen zytoplasmatischen
Domane und zwei potenziellen N-verknipften Glykosylierungsstellen, einer Moleklilmasse von
50 kDa (als Homotrimer) [125, 126]. CD70 ist membrangebunden, Spaltprodukte wurden bis
dato nicht beschrieben.

CD70 bindet an seinen einzigartigen Rezeptor, CD27, ein Transmembranglykoprotein der
TNFR-Superfamilie vom Typ | mit etwa 55 kDa, das als Homodimer mit einer Disulfidbriicke
exprimiert wird, die zwei Monomerketten verbindet [127, 128]. In vielen Studien konnte
festgestellt werden, dass fir die Ausbildung einer Immunantwort eine effiziente zellulare
Interaktion zwischen CD70 und CD27, also eine aktivierte CD70-CD27-Wechselwirkung, nétig
ist [129, 130].

Dabei interagiert CD70 mit CD27 und moduliert die Immunantwort durch gezielte Stimulation
des Antigenrezeptors und des Toll-like-Rezeptors auf T-Zellen, B-Zellen, dendritischen Zellen
und natirlichen  Killerzellen  [131, 132]. Zusatzlich zu seiner allgemeinen
Immunregulationsfunktion scheint es an der Entstehung des klarzelligen NZK (auch ccRCC) -
beteiligt zu sein, da festgestellt wurde, dass es im Vergleich zu normalem Nierengewebe
hochreguliert ist [133].

Bei der Akuten Myeloischen Leukamie (AML) sind Anti-CD70-Antikérper (Cusatuzumab) in
Kombination mit weiteren antikbrperbasierten Therapeutika zur Anwendung gekommen, mit
vielversprechenden  Ergebnissen  [134]. Bisher wurden solche Mono- und
Kombinationstherapien hauptsachlich bei AML erforscht, aber auch andere Tumorarten
kénnten von diesem Ansatz profitieren. Der Fokus sollte dabei nicht nur auf CD70 allein,
sondern auch auf die CD70-CD27-Achse gelegt werden. Dies kann neue Einblicke in die
Mechanismen und Wirkungen von CD70 liefern und vielversprechende, neue therapeutische

Ansatze im Bereich der allgemeinen Onkologie ert6ffnen [135].

Der aktuelle Forschungsstand zur Rolle von CD70 bei verschiedenen Tumorarten macht
dieses Protein zu einem attraktiven Ziel fir die antikOrperbasierte Immuntherapie [136, 137].
Ansatze zur Erforschung und Behandlung von Autoimmun- und weiteren

Entziindungserkrankungen existieren [138 - 140], werden aber hier nicht weiter behandelt. Der
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Fokus in dieser Arbeit liegt in der weiteren Erforschung der Rolle von CD70 bei menschlichen

Krebserkrankungen, insbesondere in Verbindung mit extrazellularen Vesikeln.

2.4.2.2 CA9

CAQ9 ist ein Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 54 und 58 kDa. Es kommt
in der Zellmembran und dem Zellkern vor und z&ahlt zu den Carboanhydrasen [141 - 143],
welche die folgende Reaktion katalysieren [144, 145]:

CO2 + 2 H20 =2 H2CO3 + H20 =2 H3OF + HCO3”

Diese reversible Reaktion des Kohledioxids (COz) mit Wasser (H20) zu Oxonium (H3O*) und
Hydrogencarbonat/ Bicarbonat (HCOs"), tritt abhangig von den &ufReren physikalischen

Bedingungen (Gasdruck, Temperatur, etc.) automatisch ein und wird durch die katalytische

Wirkung der CA-Enzyme beglnstigt.

CAs sind Enzyme des menschlichen Stoffwechsels und an zahlreichen physiologischen
Prozessen beteiligt [146]. Im Blut ist es innerhalb von Erythrozyten fiir die Erhéhung der
Effizienz der Umwandlung von Kohlendioxid in Bicarbonat und Oxonium verantwortlich [144,
145] und im Magen ist es intrazellular in den Belegzellen verortet, wo es, mithilfe der Reaktion
von CO; H>O und Bicarbonat, an der Produktion der Salzsaure beteiligt ist [147, 148].

In der Niere fordert CA9 den Austausch von H* gegen Na*, welches in das Lumen des
Tubulussystems sezerniert wird, und dort mit HCO3™ Kohlenséaure bildet. Die Kohlensaure wird

am Birstensaum der Tubuluszellen durch die Carboanhydrase in der beschriebenen Reaktion
zu H>O und CO; gespalten. Das Kohlenedioxid diffundiert passiv in das Zytoplasma der Zelle
[149].

CA9 zeigt Veranderungen im Tumormetabolismus und in der S&aure- / Base-Regulation,
wodurch das Tumorwachstum und die Metastasierung geférdert werden [150, 151]. Die Saure-
/ Base-Homoostase in Krebszellen wird durch das konzertierte Zusammenspiel von
Carboanhydrasen (CAs) und verschiedenen Transportproteinen gesteuert. CA9 ist aufgrund
seiner katalytischen Funktion an der Migration und Invasion von Krebszellen beteiligt. Da CA9
fast ausschlieRlich in Krebszellen exprimiert wird, kénnte es als vielversprechender Biomarker
und therapeutisches Ziel fungieren [152]. Der Nutzen von CA9 zur Diagnose von primarem
und metastasiertem klarzelligem NZK wurde bereits demonstriert [153 - 155]. In der Therapie
von Karzinomen findet die spezifische Inhibition von CA9 durch Carboanhydrasehemmer (z.B.

Acetazolamid, Methazolamid, Diclofenamid) Anwendung [156 - 158].
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Da CA9 als Schlusselelement fur den zellularen Energiemetabolismums, vor allem den von
Tumoren, gilt, ist es als Zielprotein (Therapeutikum) zur Unterdriickung der Tumorprogression
und als prognostischer Marker in der Urologie von Bedeutung. So konnte schon nachgewiesen
werden, dass CA9 als Ziel fur die Bildgebung mit dem radioaktiv markierten Anti-CA9-
Antikérper Girentuximab die Nachbeobachtung (Follow-up) unterstitzt [159]. Dieser Ansatz
wurde bereits klinisch erfolgreich getestet und kann prinzipiell kann zur intraoperativen
Fuhrung der NZK-Resektion verwendet werden [160]. Eine dosisabhangige Reaktion auf die
Hemmung des Tumorwachstums durch humanisierte CA9-Antikorper, dessen therapeutische
Wirksamkeit und Vertraglichkeit wurde nachgewiesen. Die Ergebnisse demonstrieren das

therapeutische Potenzial der CA9-zielgerichteten Therapie bei Nierenzellkarzinomen [161].

2.4.2.3 CD147

CD147, auch bekannt als Basignin, oder EMMPRIN (extrazellularer Matrix-Metalloproteinase-
Induktor), ist ein Glykoprotein mit vielseitigen funktionellen Eigenschaften. Es ist Mitglied der
Immunglobulin-Superfamilien und auf dem Chromosom 19 lokalisiert [162, 163], hat ein
Molekulargewicht von 28 kDA bzw. 43 — 66 kDa. Das Molekulargewicht ist abh&ngig vom
Glykosilierungsgrad und der Quartarstruktir (Monomer oder Dimer) [164 - 168].

Es interagiert mit Ubiquitin C, bildet Komplexe mit MCTs (monocarbocylate transporters) und
formt mit Lectin den EMT*-Supressor-Komplex (EMT = epithelial-mesenchymale Transition)
[163, 169 - 175].

CD147 ist fur den Austausch von Laktat zwischen Zellen unverzichtbar, wirkt als
Zelladhasionsmolekiil, induziert Matrix-Metalloproteasen (MMPSs) und beeinflusst damit unter
anderem die Angiogenese. Daher ist es an mehreren tumorunterstitzenden Prozessen
beteiligt, darunter Matrixdegeneration, Tumorzellinvasion, Metastasierung und Angiogenese
[176 - 178]. Die Expression von CD147 hat somit einen erheblichen Einfluss auf die zellulare
Kontrolle der Glykosylierung und der Induktion von Proteinasen [179 - 181]. Die hochregulierte
Expression von CD147 fuhrt zu einer verdnderten Expression des vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF) und des basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors (bFGF), zur
Zellproliferation und zur Invasivitat von NZK-Zellen [182].

Fur das Prostatkarzinom konnte schon gezeigt werden, dass die Dysregulation der CD147-
Expression die Invasivitat von Prostataeptihelzellen steigert und damit Uberlebensprognose
erheblich verschlechtert [175, 183].
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Um geeignete tumorspezifische exosomale Marker im klarzelligen NZK zu identifizieren, wurde
die Expression dieser potenziellen Biomarker auf Exosomen urologischer Tumor-Zelllinien und

primaren, vom Patienten stammenden Tumorgeweben sowie Plasmaproben, untersucht.

2.5 Methodenetablierung an biologischen Systemen: Von der Zellkultur Uber
Gewebeanalysen hin zu liquid biopsies aus Blutplasma

Zellen sind der Ausgangspunkt von Partikeln, die in Flissigkeiten zu finden sind und sich in
Form, GroRe und Zusammensetzung zum Teil stark voneinander unterscheiden (siehe
Abbildung 5) [184].

Etablierte Zelllinien von Nierenzell-, Blasen- und Prostatakarzinomen dienen als Modellsystem
fur Untersuchungen von Proteinexpression, Exosomensekretion sowie der Etablierung und
Validierung verschiedener Isolationsmethoden in vitro. Die Zellkultur ist dabei ein etabliertes
Modellsystem zur Untersuchung der Physiologie und Biochemie gesunder und kranker Zellen.
Oftmals lassen sich die gewonnenen Erkenntnisse in vivo, also zum Beispiel in Blut oder
Gewebe hoherer Lebewesen, reproduzieren. Im Gegensatz zur Arbeit mit komplexen
Modellorganismen ist sie kostengtnstiger und einfacher durchzufiihren. Diese Zelllinien gibt
es in den verschiedensten Ausflihrungen. So existieren Zelllinien von diversen Tumortypen
der Blase, Niere, Prostata, die die Tumorheterogenitat sowie die Tumorstadien gut abbilden.
Das, die Zellen umgebende, Medium wird durch diese konditioniert und mit EVs angereichert,
die das von ihrer Elternzelle abgeleitete charakteristische Proteinprofil aufweisen sollten.
Dieses in vitro Modell lasst sich potenziell auf Gewebe Ubertragen, wenn zum Beispiel die
Proteinexpression zuerst in Nierenzellkarzinomzelllinien und dann in Gewebeproben von
primaren Nierenzellkarzinomen charakterisiert wird. An diesen Schritt, dem Transfer von in
vitro nach in vivo, folgt konsequenterweise die Analyse von Blutproben dieser Tumorpatienten
[185 - 187].

Die Schwierigkeit, Blutproben als EV-Quelle zu nutzen, liegt darin, dass EVs, die vom Tumor
oder dem gesunden Organ in das Gefalisystem gelangen, stark verdiinnt werden und noch
mit vielen anderen Zellbestandteilen zusammen im Blut vorkommen. Die grof3e Vielfalt an
Partikelformen fiihrt zu verschiedenen Reinheitsgraden fur EVs, abhangig von der Herkunft.
So steigt beim Wechsel von in-vitro-Versuchen zu in-vivo-Versuchen die Zahl der nicht
gewlnschten Partikel, in diesem Zusammenhang dann auch Kontamination genannt, sehr
stark an. Urséchlich dafir ist eine grof3e Zahl verschiedenster Zellen, die das sie umgebende
Milieu mit solchen Partikeln anreichert. Zu diesen Partikeln z&hlen EVs (Exosomen,
Mikrovesikel, Apoptotische Korper, etc.) und Nicht-EV-Partikel (HDL= high density

lipoproteins; LDL= low density lipoproteins, IDL= intermediate density lipoprotein; VLDL= very

24



low density lipoprotein, etc.). So landen vom Gewebe ausgehend zwischen 107 bis zu 10° Mal
mehr Nicht-EV-Partikel mit einem Durchmesser von weniger als 2 um im Blut als EVs [184].

EVs kommen also zum Einen in geringer Konzentration und zum Anderen gemeinsam mit
einer groRen Anzahl an Kontaminanten in Gewebe sowie Blut vor. Um dieses Dilemma zu
I6sen, bendtigt es eine Anreicherungsmethode damit gezielt spezifische EVs gewonnen

werden kénnen.

a
=
= @
s VDL £ )
30-80 nm - J W
Tl & 9
—~. 1.006 - :
= Chylomicron
— IDL 75 -1200 nm
2 | 02 2270m
> 1
2 LOL EVs Apoptotic bodi
© 1064 053 mm Exosomes 1 p%g gt(l)go oales
o 30-150 nm Microvesicles = nm
100-1,000 nm
}‘“\, Pty _ {I
> § } 55. Fai Y £ S,
=, e/ = i 7 :. ;:«:z!%:
1.20 - HDL A . /.,_./'T-‘ i.) }.,:
7-13 nm © ORI o~ f%//&w. ....
o...w""

v

A Size (nm)

/]
~
l ’
\‘< ')// “F t
_.» Frequently
Abundant plasma Exomeres co-isolated
molecules ~35 nm

Abbildung 5: Schematische Darstellung verschiedener, sphérischer, Partikel zelluldren
Ursprungs. HDL= high density lipoproteins; LDL= low density lipoproteins, IDL= intermediate
density Lipoprotein; VLDL= very low density lipoprotein; EV= extracellular vesicle. Quelle
[184]

2.5.1 Anreicherung von Exosomen Uber magnetische Beads

Um der zum Teil geringen und schwankenden Konzentration von Exosomen in Flissigbiopsien
zu begegnen, empfiehlt sich der Einsatz eines Anreicherungsverfahrens. Daflir bietet sich ein
System mit (magnetischen) Beads als zentraler Komponente an. Die Vorteile von
magnetischen Beads liegen in der schnellen Durchfiihrung der Wasch-/ Elutionsschritte, der
hohen Reinheit und der hohen Ausbeute (siehe Kapitel 3.5.). Exosomen lassen sich so
innerhalb weniger Minuten, und ohne biochemische Verdnderungen oder Denaturierungen,

aus wassriger Losung extrahieren [188].

Diese Art der Anreicherung beruht auf biochemischen und biophysikalischen Grundprinzipien

(siehe Kapitel 3.5.1). Dabei binden die Exosomen an die in Losung applizierten Beads. Diese
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Beads werden fixiert und binden die Exosomen an sich, sodass durch ein- oder mehrfache
Waschritte nicht-exosomale Bestandteile aus der Probe entfernt werden. Hernach liegen die
Exosomen in hoher Reinheit und Konzentration vor.

Die Bindung der Exosomen an die Beads kann Uber verschiedenartige Schritte geschehen:
Uber die negative Ladung ihrer Oberflache konnen Exosomen an magnetischen Kigelchen,
die mit einem polykationischen Polymer beschichtet sind, anhaften [189].
Antikdrperbeschichtete Beads, die mit Exosomenmembranmarkern wie CD9, CD63, ALIX und
dem Epithelzelladhasionsmolekil (EpCAM), gekoppelt sind, kénnen Exosomen mittels
Antikorper-Antigen-Interaktionen binden [190]. Durch eine Beschichtung mit Aldehyd/Sulfat-
Latex absorbieren Latexkiigelchen Exosomen. Diese passive Form der Bindung von
Exosomen ist kostenglnstig und reversibel. Exosomen lassen sich leicht aus der Losung
zurlickgewinnen. Jedoch umfasst diese Methode zahlreiche Zentrifugationsschritte und ist
nicht leicht reproduzierbar [191]. Letztlich kénnen auch die Unterschiede der spezifischen
Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren und Liganden und anderen physikalischen

Eigenschaften von Exosomen und Beads zur Anreicherung genutzt werden [192, 193].

Die Lésung der abgefangenen Exosomen von den Beads kann ebenfalls auf verschiedene Art
und Weise erfolgen. Werden 2-Nitrobenzylgruppen als photospaltbare Linker verwendet, um
CD63-Aptamere auf magnetischen Beads zu verankern, so lassen sich diese Verbindungen
mit Lichtimpulsen spalten und so die Exosomen freisetzen [194]. Uber spezielle Biotin-
Streptavidin-Verbindungen lassen sich biotinylierte  Antikbrper gegen exosomale
Oberflachenproteine auf mit Streptavidin beladenen Beads verankern. Diese Biotin-
Strepatvidin-Bindungen lassen sich Uber Proteasen wieder spalten [195, 196]. Wegen der
Beschaffenheit der Beads (siehe Abbildung 6) lassen sich Exosomen-Bead-Komplexe auch
analysieren, ohne dass die Exosomen abgespalten und von den Beads separiert werden
missen. Bei der Untersuchung der Proteinexpression ist nicht zu erwarten, dass es zur

Beeintrachtigung der Messergebnisse durch die Beads kommmt [197].
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Oberflichenbeschichtung

Oberflachenbeschichtung

nichtpolymere Stabilisatoren
Alkansulfonsauren
Alkanphosphonsauren
Olsauren
Lactobionsduren
Laurinsauren

Antikorper

polymere Stabilisatoren
Alginat

Chitosan

Dextran
Polyethylenglykol
Polyvinylalkohol
Pullulan
Polyethylenimin

Aptamere

Peptide

Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines magnetischen Beads (modifiziert nach Modh und Scheper
(2018) [198].

Dieses Anreicherungsverfahren unterliegt einigen Limitationen, die es zu erwahnen und zu
beachten gilt. Eine Diskriminierung von EV-Subpopulationen kann grundsatzlich nicht
ausgeschlossen werden. Die Methode ist nicht standardisiert, was allerdings dringend geboten
ist, da Inkubationszeit, Temperatur, Grad der Expression von Oberflachenmarkern,
Konzentration des Zustands der Zielvesikel, Eigenschaften der Antikdrper-Antigen-
Wechselwirkung, Probentyp, Konzentration und Verhéltnis von Kigelchen und Zielmolekilen

variable Parameter sind, die einen erheblichen Einfluss auf das Endergbnis haben [198, 199].

Das Anreicherungsverfahren mit antikbrpergekoppelten, magnetischen Beads soll in dieser
Arbeit zur Anwendung kommen und an Flissigbiopsien erprobt werden. Damit soll der Nachteil
der geringen Konzentration von tumorésen Exosomen entgegengewirkt werden. Es soll die
Grundlage fiir eine zukunftige klinische Anwendung bilden.

Die Verwendung solcher Beads wurde schon hinreichend an Exosomen verschiedener
Entitaten und biologischer Quellen getestet. Uber die Kopplung von Antikérpern gegen
exosomale oder tumorale Oberflachenproteine lassen sich gezielt Populationen von
Exosomen aus Blut- oder Urinproben gewinnen. So erhalt man Uber diese Methode nicht nur
eine ausreichende Konzentration zur weiteren Charakterisierung, sondern auch eine hohe
Reinheit [200 — 203].
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2.5.2 Charakterisierung von exosomalen Oberflachenproteinen via Nanochips

Die eingangs beschriebenen Eigenschaften von Exosomen machen diese extrazellularen
Vesikel zur Quelle von zukiinftigen Diagnoseinstrumenten, vorausgesetzt, dass die molekulare
Beschaffenheit sehr genau und préazise charakterisiert werden kann. Dazu missen Methoden
und Techniken verwandt werden, die mdglichst viele Exosomen, mit gré3tmadglicher Reinheit,
sowie geringem Zeit- und Kostenaufwand, aus Flissigkeitsbiospien extrahieren und
analysieren konnen. Diese Methoden und Techniken missen aul3erdem standardisiert werden

kdnnen, damit sie sich im klinischen Umfeld leicht einsetzen lassen.

Bei den sogenannten ,Nanochips® bilden starre Oberflachen mit begrenzter raumlicher
Ausdehnung die Basis, auf der alle Prozesse und Reaktionen ablaufen. Dabei sind nicht die
Chips selbst in ihrer Ausdehnung auf den Nanometerbereich beschrankt. Es sind vielmehr die
untersuchten Partikel und Molekile, die in diesem GroéfRenspektrum anzutreffen sind. Die
Funktion umfasst im Wesentlichen die Fixierung und die drauf folgende Analyse von
Exosomen. Das Grundprinzip beruht darauf, dass Exosomen auf der Oberfliche spezifisch
gebunden, sowie ungewollte und unerwinschte Elemente entfernt werden. Die gebundenen

Exosomen kdnnen dann mittels verschiedenster Methoden analysiert werden [204, 205].

Zu den Methoden mit sehr hoher Auflésung bis in den niedrigen Nanometerbereich zahlen
Fluoreszenzmessungen, Raman-Spektroskopie, Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Verfahren,
Kolorimetrie (mit  Gold-Nanopartikeln oder Enzym-H>O»-TMB-Wechselwirkung),
Elektrochemische Methoden (amperometrische, voltammetrische und Feldeffekttransistor-
basierte Detektion). Solche Exosomen-Biosensoren, integriert auf Plattformen mit effizienten
Isolations- und Analysemethoden, und in einem standardisierten Verfahren, bieten eine
schnelle Reaktion, eine niedrige Nachweisgrenze und eine hohe Empfindlichkeit. Damit
erdffnen sich potenzielle Ansatze fur eine patientennahe Labordiagnostik [206 - 208]. Fir die
Fixierung kénnen sich verschiedenste Oberflachenmerkmale von Exosomen, wie Proteine,
Lipide oder allgemein die Hydrophobizitdt exosomaler Oberflachen, zunutze gemacht werden.
Der Nachweis der gebundenen Exosomen erfolgt dann direkt oder indirekt [209 - 211]. Ein
Standardverfahren zum Minimieren, Integrieren, Automatisieren und Skalieren biochemischer
Prozesse kann durch eine mikrofluidische Plattform erreicht werden. Diese Systeme werden
schon seit mehr als drei3ig Jahren erforscht [212].

Die Verwendung von Nanomaterialien bilden die Grundlage fir solche Plattformen. Sie
ermoglichen die hocheffiziente Fixierung von Exosomen und eine nachgeschaltete Analyse
auf ein und derselben Plattform. Versuche in diesem Rahmen werden so kostengunstig,

skalierbar, zeitsparend und leicht reproduzierbar. Vorausgesetzt man optimiert die Spezifitat
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und Effizienz der exosomenbindenden Elemente, lassen sich sogar Interferenzpartikel
(Mikrovesikel, Proteine etc.) gezielt diskriminieren [213]. Solche Nachteile in Sachen Effizienz
und Spezifitat begleiten viele Methoden, die sich durch einen ansonsten hohen Gehalt an
Exosomen auszeichnen [214]. Der Zeit- und Kostenfaktor spielt vor allem in der Entwicklung
einer auf Exosomen basierenden klinischen Diagnose und Behandlung von Tumoren eine
zentrale Rolle, denn fiir diese ist eine schnelle Analyse und ein groRer Probendurchsatz
notwendig [213].

Die Entwicklung innovativer hochauflosender Technologien, wie zum Beispiel Antikdrper-
beschichteter Chips zuziglich hochauflésender Optiken und leistungsstarker Software,
ermdglicht eine zeit- und ressourcenschonende Charakterisierung von Exosomen, bei
gleichzeitig hoher Quantitat und Qualitat. Die Kombination von capturing antibodies zum
Rausfischen von Exosomen aus wassrigen Losungen, dynamischer Lichtstreuung,
fluoreszenz-markierter detection antibodies, sowie hochauflésender Fluoreszenzmikroskopie
ermdglicht es Subpopulationen von Exosomen und Kolokalisationen von Proteinen
nachzuweisen, sowie hochauflésend darzustellen [215 — 218]. Diese Art der Charakterisierung
von exosomalen Oberflachenproteinen via Nanochips soll in dieser Arbeit zur Anwendung

kommen.

2.6 Hypothesen und Zielsetzung

Tumorzellen lassen sich durch ihren veradnderten Metabolismus und ihre dysregulierten
molekularen Netzwerke Uber die Proteinexpression oder andere organischen Molekule (z.B.
Nukleinsauren) identifizieren. Diese spezifischen Eigenschaften, und die Unterschiede, die
sich im Vergleich zu normalen Zellen beobachten lassen, bilden einen grundlegenden Ansatz
fur die Diagnose von Tumoren. Um diese Unterschiede mdoglichst frih, und mdoglichst
schonend in-vivo feststellen zu kénnen, missen diese Biomarker, die fiir die Unterscheidung
von Tumorzellen von Normalzellen taugen, leicht zugénglich sein. Extrazellulare Vesikel,
insbesondere Exosomen, haben sich diesbezlglich in der Forschung als pradestiniert
erwiesen, da sie nachweislich vom Tumorgewebe abgegeben werden und somit in diversen
Kdrperflissigkeiten (Blut, Urin etc.) nachweisbar sind. Solche Exosomenpopulationen lassen
sich mittels Flissigbiopsien entnehmen und analysieren. Tumorexosomen unterscheiden sich
in ihrer Zahl und molekularen Eigenschaften von Exosomen aus gesunden Zellen. Die
Unterschiede in der Oberflachenstruktur (Oberflachenproteine, aber auch Lipid-
Zusammensetzung) erlauben es, Exosomen gezielt aus Korperflissigkeiten (Blut, Urin)

anzureichern und zu analysieren.
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Im Vergleich zu anderen Entitaten ist das Follow-Up, also die Nachsorge im Rahmen einer
Tumortherapie, verbesserungswirdig. Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit ist somit mdgliche
Kandidaten exosomaler Biomarker, die spezifisch flr urologische Tumore (z.B.
Nierenzellkarzinome, Harnblasenkarzinome, Prostatakarzinom) sind, zu testen. Der
Hauptfokus liegt dabei auf dem klarzelligen Nierenzellkarzinom. Im Rahmen der Arbeit sollen

deshalb folgende Aufgabenstellungen bearbeitet werden:

1. Testen geeigneter Markerproteine auf Tumorexosomen
2. Transfer vom Modellsystem auf humanen Gewebe- und Flissigbiopsien

3. Entwicklung eines Anreicherungs- und Analysesystems

Diese Ziele stehen in Verbindung mit der Beantwortung wissenschatftlicher Fragestellungen:

A) Lassen sich spezifische Markerproteine auf Exosomen nachweisen, die dazu geeignet
sind, Tumorexosomen von Exosomen gesunder Zellen zu unterscheiden?

B) Ist das gewahlte Isolationsverfahren geeignet, Exosomen aus Gewebeproben von
Patienten mit klarzelligem Nierenzelkarzinom zu gewinnen?

C) Lassen sich Exosomen anhand dieser Biomarker gezielt aus Blut(-plasma) isolieren?

D) Ist die Entwicklung und Etablierung eines selektiven Anreicherungsverfahrens der

Exosomen mittels spezifischer Markerproteine im NZK mdoglich?

Zur Beantwortung der Fragen und dem Erreichen der Ziele sollen zunéchst Exosomen aus
Zellkulturiberstanden isoliert und charakterisiert werden. Als Exosomenquelle dienen dabei
Zelllinien von Nieren-, Harnblasen- und Prostatakarzinomen. Im weiteren Schritt soll das
Untersuchungsspektrum auf Gewebe, und spater auf humane Blutplasmaproben, erweitert,
und die Ergebnisse mit denen aus der Zellkultur verglichen werden. Letztendlich sollen die
Ergebnisse aus den Zellkulturexperimenten an Blut- oder Urinproben von Patienten mit
diagnostizierten Nierenzellkarzinom validiert werden.

Die Analysen der Expression von Tumormarkern auf Exosomen im Blutplasma sollen den
Grundstein fir die diagnostische Nutzung von Tumorexosomen legen.

Fur die Isolation werden verschiedene Techniken, wie zum Beispiel Ultrazentrifugation oder
Kitsysteme, verwendet und miteinander verglichen. Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf dem
Nachweis der Spezifitdt und Reinheit der isolierten Exosomen. Diese soll es ermoglichen,
geeignete Marker auf Exsomen, die von urologischen Tumoren stammen, zu selektieren. Dazu
werden im Vorfeld bekannte, zellulare Oberflachenmarker ausgewéhlt und ihr Vorhandensein
auf Exosomen der untersuchten Tumorarten untersucht. Nach dieser Analyse erfolgt die

Entwicklung und Etablierung eines selektiven Anreicherungsverfahrens der Exosomen am
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Beispiel des klarzelligen Nierenzellkarzinoms. Diese Anreicherungsverfahren ist notwendig,
da Exosomen im Blut, im Vergleich zu der Vielzahl an organischen Molekilen und Partikeln,
in einer sehr geringen Konzentration vorkommen. Unter diesen Exosomen missen dann noch

jene Subpopulationen selektiert werden, die als Biomarker geeignet sind.

Fir eine verbesserte, prazise Charakterisierung von Exosomen, hinsichtlich ihrer
Oberflachenmarker, wurde, nach sorgfaltiger Priifung, die hochauflésende Nano-Chip-Technik
(Nanoview Bioscience) verwendet. Diese Technik hat das Potenzial, die Koexpression
bestimmter Biomarker auf verschiedenen Subpopulationen von Exosomen aus
unterschiedlichen biologischen Proben in hoher Aufldsung und in kurzer Zeit nachzuweisen.
Damit ware es mdglich, sowohl einen hohen Probendurchsatz von gréf3eren
Patientenkohorten  mit  verschiedenen  Proteinmarkern zu testen, was der
Grundlagenforschung sehr dienlich wére, als auch einzelne Patientenproben mit
verschiedenen Proteinmarkern zu analysieren, was der Individualdiagnostik einen grof3en

Vorschub leisten wiirde.

Die Identifizierung von potenziellen, hochspezifischen Markern, soll die Entwicklung von
minimal-invasiver, oder nicht-invasiver, Diagnostik, Uber eine erfolgreiche Selektion und
Anreicherung von tumorspezifischen Exosomen, erméglichen. Die Tumorexosomen sollen
nicht nur quantifiziert werden, sondern in Zukunft auch qualitativ hinsichtlich ihrer molekularen
Zusammensetzung, vor allem ihrer RNA-Molekile (miRNAs oder mRNAs) und Proteine
untersucht werden. Dies alles soll die Prognosebewertung und Therapiepradiktion im Kontext

sogenannter ,liquid biopsies® erlauben.

Durch den Einsatz von Exosomen und innovativer Analyseverfahren wird erwartet, dass eine
spezifischere und sensitivere Untersuchung von humanen Flussigbiopsien mdglich ist, als dies
bisher durch die Analyse von nicht-zellgebundene Nukleinsauren, sogenannter freier RNA,

oder von zirkulierenden Tumorzellen der Fall ist.
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3. Material und Methodik

Einzelne Protokolle und Methodiken wurden bereits publiziert [278].

3.1 Patientenproben

Das humane Probenmaterial stammte von Patienten, die ihre Gewebe- und Blutproben der
Klinik fir Urologie und Kinderurologie des Universitatsklinikums des Saarlandes zur Verfigung
gestellt haben. Von allen Patienten lag eine schriftliche Einverstandniserklarung Uber die
Verwendung dieser Proben zu wissenschaftlichen Zwecken vor. Die Verwendung erfolgte im
Rahmen der ethischen Richtlinien der Helsinki-Vereinbarung (Votum Nr. 141/14). Diese
Datenbank enthielt alle fur diese Arbeit notwendigen klinischen Daten, insbesondere die TNM-
Klassifikation und die Histologie des Tumors (siehe Tabelle 1). Gewebeproben von
Primartumoren von Patienten mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom (NZK) wurden direkt
nach der Operation aus den Tumoren bzw. Nierenpraparaten gewonnen und bei -80 °C
trocken eingefroren, oder fur die immunhistochemischen Analysen in Formaldehyd fixiert
sowie in Paraffin eingebettet. Die verwendeten Plasmaproben stammten von peripheren
Blutproben. Dieses Vollblut wurde nach der Entnahme in EDTA-Reaktionsgefal3e Uberfuhrt,
drei bis finf Mal invertiert, fir 10 Minuten bei 2000 g zentrifugiert, die Plasma-Phase in ein

Kryordhrchen tberfiihrt und bis zur Verwendung bei — 80°C gelagert.

Tabelle 1: Auflistung der aus der Gewebedatenbank (Biobanking) entnommenen und fur die
Experimente verwendeten Tumor- und Normalgewebeproben (Tu / No).

NTB Nummer: Tu/No | TNM: Typ:

NTB 1304 Tu pT3bNOMX | Kklarzellig

NTB 1302 Tu pT3aNXMX | klarzellig

NTB 1302 No klarzellig

NTB 1288 Tu pT3aNXMX | klarzellig

NTB 1272 Tu pT1bNXMX | Kklarzellig

NTB 1233 No pT3aNXMX | klarzellig

NTB 1208 Tu pT4ANXcM1 | klarzellig

NTB 1197 Tu pT1bNXMX | klarzellig (vorher Osteosarkom)
NTB 1194 Tu pT3aNXcM1 | klarzellig

NTB 1175 Tu pT3a klarzellig

NTB 1175 No klarzellig

NTB 1161 Tu pPT1bNXMX | Kklarzellig

NTB 1161 No klarzellig

NTB 1160 Tu pTla klarzellig

NTB 1132 Tu PT1bNXMX | klarzellig

NTB 1126 Tu pT3aNXMX | klarzellig

NTB 1126 No klarzellig

NTB 1125 TU pT1bNXM1 | klarzellig (G1 u.G3)
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3.2 Zellkulturtechniken
Bei den angewendeten Zellkulturtechniken handelte es sich um bereits etablierte, validierte
und im Forschungslabor der Urologie des Universitatsklinkum Homburg standardmé&Rig

durchgefiihrte Techniken.

3.2.1 Eingesetzte Zelllinien

Funf NzK-Zelllinien (786-O, Cakil, Caki2, RCC53, RCC26), drei muskelinvasive
Blasenkarzinomzelllinien (382, 253J-BV, T24) und zwei Prostatazelllinien (LnCAP, C4-2)
wurden in entsprechenden Medien (Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium [DMEM], Roswell
Park Memorial Institute-1640-Medium [RPMI], DMEM / RPMI (1: 1) Sigma-Aldrich) kultiviert.
Jedem Medium wurde je 10% fotales Kalberserum (FKS, Sigma-Aldrich) zugesetzt. Die
humane Brustkrebszelllinie MCF7 diente als positive Kontrolle. Die zelllinienspezifischen
Charakteristika und Komponenten sind in Tabelle 2 aufgelistet. Die Zellen wurden in
Zellkulturflaschen mit zelllinienspezifischen Medien, unter Zugabe von 10 % fetalem
Kéalberserum (FKS) und 5 % CO, bei 37 °C kultiviert.

Tabelle 2: Beschreibung der verwendeten Zelllinien und Auflistung der Néhrmedien sowie deren
Zusatze. FKS = fetales Kalberserum

Bezeichnung | Entitét Spezifitat Medium FKS
786-0 Nierenkarzinom | klarzellig DMEM/RPMI (1:1) 10 %
Cakil Nierenkarzinom | klarzellig RPMI 10 %
Caki2 Nierenkarzinom klarzellig RPMI 10 %
RCC26 Nierenkarzinom | klarzellig DMEM 10 %
RCC53 Nierenkarzinom | klarzellig DMEM 10 %
J82 Blasenkarzinom | invasiv RPMI 10 %
253J-BV Blasenkarzinom | invasiv DMEM 10 %
T24 Blasenkarzinom | invasiv RPMI 10 %
LnCAP Prostatakarzinom - RPMI 10 %
C4-2 Prostatakarzinom - DMEM 10 %
MCF7 Mammakarzinom - DMEM 10 %

3.2.2 Konservierung und Lagerung von Zellen

Zur Konservierung der Zellen wurden die in der Zellkulturflasche gewachsenen Zellen von der
Flaschenwand geltst und anschlieBend kryokonserviert. Dazu wurde zunachst das Medium
komplett entfernt und etwaige Reste des Mediums durch Spilen des Zellrasens mit PBS
restlos entfernt. AnschlieBend wurden, abhangig von der Flaschengrol3e, unterschiedliche
Volumina (25 cm? = 0,5 ml; 75 cm? = 1,5 ml) von Trypsin/EDTA [Sigma Aldrich GmbH]
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appliziert und bis zum vollstéandigen Abldsen der Zellen bei 37°C und 5 % CO- inkubiert. Die
Zellen wurden bis zum Abldsen, jedoch nicht langer als funf Minuten, in Trypsin/EDTA
inkubiert. Danach wurden die abgeltsten und vereinzelten Zellen in ein 1,5-ml-Reaktionsgefal
uberfihrt und bei 300 g fur drei Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand
abgenommen, die Zellen in einem Gemisch aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) [Sigma Aldrich
GmbH] und 30 % FKS resuspendiert (V = 2 ml). Diese Suspension wurde in ein 2-ml-
Kryoréhrchen pipettiert und umgehend bei -80 °C, oder fiir die Langzeitlagerung in flissigem
Stickstoff bei -196 °C, eingefroren.

3.2.3 Auftauen und Kultivierung von Zellen

Zur Subkultivierung von Zellen mussten diese zunéchst aus der Biobank enthnommen und
kontrolliert aufgetaut werden. Dazu wurden diese schnell, durch Zugabe von temperiertem
Medium aufgetaut und in 5 ml Medium (inklusive 10 % FKS) resuspendiert, in ein 1,5-ml-
Reaktionsgefal? tberfihrt und bei 300 g fir drei Minuten zentrifugiert. Der DMSO-haltige
Uberstand wurde restlos verworfen und das Zellpelllet in dem gewiinschten Volumen
Komplettmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in eine neue Zellkulturflasche
Uberfihrt und bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank gelagert. Am nachsten Tag wurde ein
Medienwechsel durchgefiihrt. In den darauffolgenden Tagen wurde das Medium, je nach
Geschwindigkeit der Zellteilung und des Zellmetabolismus, alle zwei bis drei Tage gewechselt.
Bei Erreichen einer Konfluenz von 80-90 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden diese,
wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, abgeldst und zentrifugiert. Zum Abldsen der Zellen wurde, je
nach GroRe der Zellkulturflasche, ein definiertes Volumen Trypsin/EDTA (25 cm? = 0,5 ml; 75
cm? = 1,5 ml; 150 cm? = 2,5 ml; 300 cm? = 5 ml; 500 cm? = 7,5 ml) hinzugegeben. Nach der
Zentrifugation und der Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet in dem gewiinschten
Volumen resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche mit vorgelegtem Komplettmedium
tberfuhrt und bei 37 °C und 5 % CO: im Brutschrank gelagert.

3.2.4 Zelllyse

Fir die biochemischen Analysen der zellularen Proteinexpression mussten die Zellen pelletiert
und durch Zugabe eines Lysepuffers die Zellmembran degradiert werden. Dazu wurden die
Zellen, wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben, kultiviert, abgeltst und zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde dann in zwei ml Lysepuffer (siehe Kapitel 3.8, Tabelle 10) fur 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschlieend erfolgte eine Zentrifugation bei 20000 g und 4 °C fir 5 Minuten. Der
Uberstande, bzw. Klarlysate, wurden Glbernommen und in neue ReaktionsgefaRe Uberfihrt,
und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Die Proteinkonzentration wurde mittels des Bicinchoninsaure-Assays (Pierce™ BCA Protein

Assay Kit von Thermo Fisher Scientific) nach dem Standardprotokoll des Herstellers bestimmit.
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3.3 Isolation von Exosomen

3.3.1 Exosomenisolation aus Zellkulturiiberstdnden

Die Zellen wurden zunéchst wie in Kapitel 3.2.3 beschrieben kultiviert. Da die verwendeten
Zellen, zuséatzlich zu den in den Medien enthaltenen Stoffen, noch weitere Stoffe fur ihr
Wachstum benétigen, wurde FKS zugesetzt. Dieses enthalt neben den fir ein gedeihliches
Zellwachstum essenziellen Wachstumsfaktoren, Hormonen und Nahrstoffen, auch Exosomen.
Diese Exosomen wiirden alle nachfolgenden Analysen beeinflussen. Um diesen Fremdeintrag
von Exosomen zu vermeiden, wurde exosomenfreies FKS hergestellt (siehe Kapitel 3.3.1.1).
Dieses sogenannte ED-FKS (exosomen-depletiertes FKS) ersetzte das unbehandelte FKS.
Das Medium mit ED-FKS wurde vor der Exosomenisolation den Zellen zugegeben. Die Zellen

wurden wie nachfolgend beschrieben, behandelt und die Exosomen isoliert.

3.3.1.1 Produktion von exosomenfreien FKS (ED-FKS)

HandelsUbliches FKS wurde steril in UZ-Réhrchen (Ultrazentrifugenréhrchen) abgeftllt und
bei 4 °C und 200.000 g fiir mindestens 18 Stunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels
eines 0,22-um-Filters an der Sterilbank filtriert, aliquotiert (V = 25 ml) und bei -20 °C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

3.3.1.2 Kultivierung und Isolationsprozess

Nach dem Auftauen und nach einigen Tage Wachstum, wurden die Zellen in 300 cm? oder
500 cm? (Triple Flasks) Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 40-50 % kultiviert. Dann
folgte der Wechsel auf ED-Medium. Davor wurde das Normalmedium entfernt, 3-mal mit PBS
gewaschen (10 ml oder 25 ml) und ED-Medium dazugegeben (30 ml oder 80 ml). Die Zellen
wurden bei 37 °C und 5 % CO: fiir 24 — 72 Stunden inkubiert. Dann wurde der Uberstand
abgenommen und differenziell zentrifugiert (2.000 g / 4 ° C / 20 Minuten; 15.000g/4°C /30
Minuten). Die Uberstande wurden jeweils (bernommen und nach dem zweiten

Zentrifugationsschritt weiter zur Exosomenisolierung verwendet.

Die differenzielle Zentrifugation diente der Entfernung von Zellen, Zellfragmenten und
groReren Partikeln/Vesikeln. Fir die Isolation von Exosomen aus den differenziell
zentrifugierten Zellkulturiberstinden diente die Ultrazentrifugation. Die Ultrazentrifugation
erfolgte in einer Ultrazentrifuge L-80 mit dem Rotor Typ 40 Ti und 25-ml-UZ-Rdhrchen
(BeckmanCoulter). Die differenziell zentrifugierten Zellkulturiiberstdnde (120 ml oder 160 ml
pro Versuch und Zelllinie) wurden 90 Minuten bei 100.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die Pellets
wurden in 1 ml phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, Sigma-Aldrich) geldst und erneut 90
Minuten bei 100.000 g und 4 ° C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50—-100 pl PBS (fir NTA),
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in 50-100ul 2-%-PFA-PBS (fur TEM) oder Lysepuffer mit Proteaseinhibitor (fir Western Blot)
gelost. Die Proteinkonzentration wurde (ber einen Bicinchoninsédure-Assay (Pierce BCA
Protein Assay Kit, Thermo Scientific) bestimmt. Alle Proben wurden bei -20°C in Lysepuffer /
Proteaseinhibitor oder bei 4°C in PBS/2-%-PFA-PBS gelagert.

3.3.2 Exosomenisolation aus Gewebe

Die Isolierung von Exosomen aus Nierengewebe wurde gemdaR eines verdffentlichten
Protokolles fir die Isolation von Exosomen aus Gehirngewebe [219] und fir die Isolation von
Exosomen aus Nierengewebe [220] durchgefuhrt. Diese Protokolle wurden entsprechend
angepasst und optimiert, sodass daraus ein effizientes Verfahren fir die Isolation von
Exosomen aus Gewebe von Primartumoren der Niere resultierte. Das Verfahren ist in

Abbildung 7 schematisch dargestellt.

Im Rahmen des Etablierungsprozesses, und zum Nachweis der dichteabhangigen Selektion
von Partikeln unterschiedlicher Gré3e, wurde der Isolationsprozess neben dem
dreischichtigen Saccharosegradient, auch mit einer einfachen, 30-%-igen Saccharoseschicht,
sowie mit PBS anstatt von Saccharose, durchgeftihrt (siehe Abbildung 7). In allen Fallen wurde
das Gewebe nach dem Auftauen enzymatisch dissoziiert und durch differenzielle
Zentrifugation von gro3eren organischen Partikeln und Fragmenten befreit (Abbildung 7). Die
so gewonnene Suspension wurde durch Ultrazentrifugation bei 100.000 g und 4 °C fur 90
Minuten vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte der eigentliche Isolationsprozess durch
Ultrazentrifugation bei 180.000 g und 4 °C fir 180 Minuten. Zuletzt erfolgte ein Waschritt mit
PBS und Ultrazentrifugation bei 100.000 g und 4 °C fir 90 Minuten (Abbildung 7 b und c).

Im Detail wurden circa 500 mg des Normal- oder Tumorgewebes in kleine Fragmente
geschnitten. 20 mg dieser Gewebefragmente wurden mit Lysepuffer (einschlielich
Phosphatase und Proteaseinhibitor) versetzt und als Lysat definiert. Das verbleibende
Gewebe wurde 45 Minuten bei 37 °© C in 10 ml PBS inklusive 100 pl Kollagenase Typ Il
inkubiert. Anschlieend wurden 720 ul Proteaseinhibitor und 180 pl Phosphataseinhibitor
zugegeben und die Proben bei 300 g und 4 °C fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in
1 ml PBS resuspendiert und als "Homogenat" definiert. Der Uberstand wurde bei 2000 g und

4 °C fir 20 Minuten zentrifugiert. Das sedimentierte Pellet wurde verworfen und der Uberstand
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Abbildung 7: Schematischer Arbeitsablauf fir die Exosomenisolierung aus primérem
Nierengewebe Uber (a) Gewebepraparation durch Dissoziation der Zellen (Verdauung mit Typ 3-
Kollagenase) wund Entfernung von Zelltrimmern und groReren Fragmenten durch
Differenzialzentrifugation, gefolgt von (b) Isolation und Reinigung der Exosomen mittels
Ultrazentrifugation und Saccharose-Dichte-Gradienten. Aus den drei Isolationsvarianten (b)
resultiert nach dem Etablierungsprozess das finale Protokoll (c).

Adaptiert und modifiziert von Himbert et al. [278] © Dirk Himbert (Eigenkomposition)
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in einem neuen Reaktionsgefald bei 10.000 g und 4 °C fiur 30 Minuten zentrifugiert. Danach
wurde der Uberstand 90 Minuten bei 4 °C mit 100.000 g zentrifugiert und das entsprechende
Pellet in 6 ml PBS resuspendiert und als Fraktion 0 (= FO) definiert. Ein Saccharosegradient
wurde in ein neues UZ-Rodhrchen in absteigender Konzentration aufgeschichtet (F3: 2,5 M, 2
ml; F2: 1,3 M, 2 ml; F1: 0,6 M, 2 ml) und die Suspension darauf appliziert (FO: 6 ml). Die Proben
wurden dann 180 Minuten bei 4 ° C und 180.000 g zentrifugiert. Die Fraktionen O - 3 (FO, F1,
F2 und F3) wurden einzeln abgenommen, in PBS gel6st, auf ein gleiches Volumen gebracht
und 90 Minuten bei 4 °C mit 100.000 g zentrifugiert, um das Exosomenpellet zu waschen. Das
resultierende Pellet wurde in 50-100 pl PBS (fir NTA oder TEM) oder Lysepuffer (mit
Proteaseinhibitormischung) geltst. Die Proteinkonzentration wurde unter Verwendung eines
BCA-Assays bestimmt und die Proben bei -20°C in Lysepuffer / Proteaseinhibitor oder bei 4°C
in PBS gelagert.

3.3.3 Exosomenisolation aus Plasma

Plasmaproben wurden aus Vollblut durch Zugabe des Chelatbildners Ethylendiamintetraazetat
(EDTA), anschlieRender Zentrifugation bei 2000 g fur 10 Minuten und Ubernahme des
Uberstandes gewonnen. Die verwendeten Patientenproben wurden bei -80°C, die als
Referenz dienenden Eigenblutproben fiir wenige Tage bei -20 °C, gelagert. Die Isolation der
Exosomen erfolgte durch das ,Total Exosome Isolation Kit (from plasma)“ (4484450, Fisher
Scientific GmbH) nach mitgeliefertem Standardprotokoll. Kurzgefasst, es wurden 1,2 ml
Blutplasma in neue Eppendorf Reaktionsgefalie tberfuhrt, fir 20 Minuten bei 4 °C und 2000
g zentrifugiert, der Uberstand tbernommen und fiir 30 Minuten bei 4 °C und 15000 g
zentrifugiert, der Uberstand abermals tibernommen und mit dem Isolationsreagenz inkubiert.
Das so gewonnene Prazipitat wurde lysiert und proteinbiochemisch analysiert, oder in fir
Untersuchungen der intakten Exosomen in PBS gelost. Lysate wurden bei -20 °C,

Suspensionen in PBS bei 4 °C gelagert.

3.4 Charakterisierung von Exosomen

Um die GréRRe und Morphologie der isolierten Partikel zu analysieren, wurden die in 2-%-PFA-
PBS resuspendierten Proben mittels Transelektronenmikroskopie (TEM) bildlich dargestellt.
Zur Quantifizierung und GroRRenbestimmung wurden die in PBS resuspendierten Exosomen
mittels Nanotracking-Analyse (NTA) und differenzieller, dynamischer Lichtstreuung
untersucht. Western Blot wurde durchgefihrt, um die Proteinexpression der Zell- und
Exosomenproben semiquantitativ zu bestimmen. Dabei wurden, je nach Spezifitdt der

vorhandenen Antikérper, Konzentration der Gesamtproteinmenge im Lysat oder
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Expressionslevel des untersuchten Proteins, 1 bis 20 pug Proteinmenge pro Versuch auf ein

Polyacrylamidgel geladen.

3.4.1 Nano Tracking Analysis (NTA)
Ein NTA-Gerat (NanoSight LM10, NTA-Version: NTA: 3.3 Dev Build 3.3.301, Malvern

Panalytical) diente zur Quantifizierung und GroRRenbestimmung der isolierten Partikel. Die
Nanopartikel-Tracking-Analyse macht sich die Brown’sche Molekluarbewegung und die
GesetzméaRigkeiten der dynamischen Lichtstreuung zunutze, um die Grol3e und Anzahl von
Partikeln in L6sung zu bestimmen. Dazu wurden die in Flissigkeit suspendierten Partikel, wie
in Abbildung 8 schematisch dargestellt, mit einem Laserstrahl beleuchtet und das gestreute
Licht mit einem Mikroskop detektiert. Die Bildverarbeitung erfolgte Uber eine integrierte
Software. Diese verfolgte die Bewegungsbahnen der Partikel und berechnete aus der
durchschnittlichen quadratischen Verschiebung z jeder Spur gemaf} der Stokes-Einstein-
Gleichung den entsprechenden hydrodynamischen Durchmesser d.

Die Stoke-Einstein-Gleichung beinhaltet im Nenner den Stromungskoeffizienten fur
kugelférmige Teilchen mit Radius r (Stokes‘sche Gleichung) und im Zahler eine Abwandlung
der kinetischen Gastheorie (Einstein-Gleichung). Daraus ergibt sich die Stoke-Einstein-

Gleichung:

- 6mnr

D

Fur die Messungen wurden die isolierten Exosomen in 100 pl PBS aufgenommen. Um eine
geeignete Verteilung der Partikel zu erzielen, wurde diese Suspension 1:100, 1:500 und
1:1000 verdinnt und nacheinander in die Messkammer injiziert. Das Protokoll basierte auf den
Angaben des Herstellers zur Messung von Partikeln in einer wassrigen Ldsung unter

Bertiicksichtigung des speziellen Brechungsindex von PBS.

Die Aufnahmen von drei biologischen Replikaten beinhalten je 3-5 Videos mit einer Dauer von

30 Sekunden pro Probe. Diese wurden durch die Software NTA 3.2 von Malvern ausgewertet.
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(a) (b)

Microscope

Scattered light by particles

Particles /

suspended

in liquid /

Metallized surface

Laser beam Glass

Abbildung 8: Prinzipien der Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA). a) Instrumenteller Aufbau und
schematische Darstellung des Messprinzips. b) Aufzeichnung der mikroskopischen Aufnahmen uber
die Zeit und softwarebasierte Berechnung von Gréf3e und Anzahl der in Losung befindlichen Partikel.
[221]

3.4.2 Transelektronenmikroskopie (TEM)

Um die GroRe und Morphologie der isolierten Partikel zu analysieren, wurden diese Proben
mittels eines Transelektronenmikroskops und der entsprechenden Software (FEI Tecnhai 13,
Hilsboro, Oregon, USA) bildlich dargestellt. Die Analyse mittels TEM diente als
Qualitatskontrolle fur die verschiedenen Isolationsmethoden und wurde beispielhaft in den
einzelnen Versuchen durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurden die Proben vorab in 100 pl 2%
-PFA-PBS fixiert. Ein Volumen von 20 pl der Probe wurde 1 Minute auf Parafilm gegeben. Ein
kohlenstoffbeschichtetes Kupfergitter wurde auf den Tropfen gelegt und 30 Minuten inkubiert,

gefolgt von dreimaligem Waschen mit Aquadest und anschlieBender Fixierung mit 1%

Hochspannung

Elektronenkanone

erste Kondensorlinse

Kondensoroéffnung

zweite Kondensorlinse

Kondensoroéffnung

Probenhalter und Luftschleuse
Objektiv und Blende

Elektronenstrahl

Bildschirm und Kamera

Abbildung 9: Vereinfachtes Diagramm eines Transmissionselektronenmikroskops. Modifiziert,
Zeichnung von [222]
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Glutaraldehyd fur 5 Minuten. Das Gitter wurde dann dreimal mit destilliertem Wasser
gewaschen und 1 Minute mit 1% Uranylacetat (pH7) kontrastiert. Nach 10 bis 15 Minuten
wurde die TEM durchgefiihrt (Abbildung 9).

3.4.3 Western Blot

Western Blots wurde durchgefihrt, um die Proteinexpression der Zell- und Exosomenproben
semiquantitativ zu bestimmen. Es wurden 1 bis 20 ug Protein pro Versuch in die Tasche eines
Polyacrylamidgels geladen. Die eingesetzte Proteinmenge variierte abhangig von der
verfigbaren Gesamtproteinkonzentration der Probe, der Expression des untersuchten
Proteins und der Spezifitat der Antikorper. Die Ausbeute an Exosomen war oft sehr gering,
sodass die Proben méglichst effizient eingesetzt werden mussten. Auch konnte die Expression
bestimmter Proteine so gering sein, dass eine hdhere Proteinmenge eingesetzt werden
musste, um diese zu detektieren. Es stellte sich heraus, dass eine Menge von 3 pg Protein
pro Versuch in den meisten Féllen ausreichend war. Alternativ wéare es auch mdglich gewesen,
bei geringer Signalintensitéat, die Konzentration von Primar- und Sekundarantikbrpern zu
erhohen

Vor dem Western Blot wurden die Proteine aus Zellen und Exosomen mittels Lyse (siehe
Kapitel 3.2.4) extrahiert und das Proteingemisch mittels Sodiumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Molekulargewicht aufgetrennt. Vor der
Elektrophorese wurden die reduzierten Proteine bei 80°C flur 5 Minuten thermisch denaturiert.
Die Gelelektrophorese wurde 45 Minuten bei 25 mA, 200 V, 20 W durchgefiihrt. Dabei
wanderten die negativ geladenen, denaturierten Proteine entlang des elektrischen Feldes
durch ein 12,5-%-iges Polyacrylamidgel Richtung Anode und wurden der Grol3e nach
aufgetrennt. Um den Proteinbanden ein Molekulargewicht zuordnen zu kénnen, wurde bei
jedem Durchlauf separat ein Proteinstandard (Triple Color Protein Standard Il, Serva) mit
definierten Grél3enangaben in Kilodalton (kDa) in eine Geltasche geladen.

Darauffolgend wurden die in der dreidimensionalen Gelmatrix eingebetteten Proteine mittels
Semi-Dry Blot und eines elektrischen Feldes auf eine Membran tbertragen. Das halbtrockene
Blotten wurde bei 100 mA, 200 V, 250 W bei Raumtemperatur fir 60 Minuten mit einer
Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF-Membran) durchgefihrt. Die auf der PVDF-Membran
fixierten Proteine konnten nun mit spezifischen Antikdrpern gefarbt, und so die Proteine von
Interesse analysiert werden.

Die PVDF-Membran wurde durch 60-mindtige Inkubation mit einer Rinderserumalbumin-Tris-
gepufferten Salzlésung, oder einer Milch-Tris-gepufferten Salzlésung, mit Tween20-Ldsung
(5% -BSA-TBST oder 5% -Milch-TBST) bei Raumtemperatur auf einem Schiuittler inkubiert,

und so die noch freien Stellen auf der Membran blockiert. Dies verhinderte unspezifisches
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Binden der Antikdrper an der Membran. Parallel dazu wurde das Gel in Coomassieblau Brilliant
Blue R Lésung (Serva) fir 1 Stunde bei Raumtemperatur, oder Gber Nacht bei 4 °C, geféarbt.
AnschlieRend wurde es mit Agquadest oder Entfarbelésung solange entfarbt, bis sich die

Proteinbanden deutlich abzeichneten.

Zur Detektion der Proteine von Interesse wurden primaren Antikérper gegen Exosomen
(CD63, CD9, CD81, Syntenin, Alix), gegen zellulare Markerproteine (GM130, Calretikulin) und
gegen Tumormarker (CA9, CD147, CD70) in Kombination mit Meerrettich-Peroxidase-
Die
Primarantikorperlésungen (Tabelle 3) erfolgte auf einem Schiittler bei 4°C Gber Nacht.

gekoppelten Sekundarantikérpern verwendet. Inkubation der Membran mit den

Tabelle 3: Verwendete Primarantikérper. * Radboud University Medical Center Nijmegen, Niederlande;
**Cell Signaling

Antikorper Her- Molekular- Beding- Verdun- | Blockldsung und Her-
(AK) kunft | gewicht ungen nung AK-Ldsungsmittel steller
CD63 Hase | 35-63 kDA reduziert | 1:1000 5 % Milchpulver in TBS-T | Abcam
CD9 Hase | 22/24/35 kDA | reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T C.S.
CD81 Hase | 22/24 kDA reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T Abcam
CD81 Maus | 22/24 kDA reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T Abcam
Syntenin Hase | 32 kDa reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T Abcam
Alix Maus | 95 kDa reduziert | 1:1000 5 % Milchpulver in TBS-T | NEB
GM130 Hase | 130 kDa reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T C.S.
Calretikulin | Hase | 55 kDA reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T C.S.
PD-L1 Hase | 50 kDA reduziert | 1:500 5 % Milchpulver in TBS-T | C.S.
EpCAM Hase | 40 kDA reduziert | 1:1000 5 % Milchpulver in TBS-T | C.S.
GAPDH Hase | 37 kDa reduziert | 1:1000 5 % Milchpulver in TBS-T | C.S.
B-Aktin Hase | 45 kDa reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T C.S.
CD54 Hase | 89/92 kDa reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T C.S.
CD70 Hase | 21 kDA reduziert | 1:1000 5% BSA in TBS-T Abcam
CD147 Hase | 50 kDa reduziert | 1:1000 5% BSAin TBS-T Abcam
CA9 Maus | 50/55 kDa reduziert | 1:10000 | 5 % Milchpulver in TBS-T | RUM-
Center*

Danach wurden die Antikorper, die nicht an ihre Zielproteine gebunden hatten, durch dreimal
funfminttiges Waschen mit TBS-T, entfernt. Dann wurde eine Sekundarantikérperlésung mit
HRP-gekoppelten Antikdrpern auf die Membran appliziert, und alles fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schuttler inkubiert. AbschlieRend wurden die Antikorper, die nicht
an ihre Primarantikérper gebunden hatten, durch dreimal fiinfminitiges Waschen mit TBS-T,

entfernt.

Tabelle 4: Verwendete Sekundarantikérper. HRP = horse reddish peroxidase

Antikérper Verdiinnung | Lésungsmittel Hersteller
Anti-Hase-HRP-gekoppelt 1:2000 5 % Milchpulver oder BSA | Cell Signaling
Anti-Maus-HRP-gekoppelt 1:2000 5 % Milchpulver oder BSA | Cell Signaling
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Mithilfe von Fluoreszenzbildnern wurden unter Verwendung eines Fluoreszenzbildgebers
(ChemosStar PC ECL & Fluoreszenzbildgeber, INTAS Science Imaging Instruments GmbH,
Gottingen, Deutschland) Fluoreszenzsignale bei einer Anregungswellenlange von ungefahr

477 nm aufgenommen und die Proteine somit detektiert.

3.5 Anreicherung von Exosomen

3.5.1 Magnetische Beads

Zur gezielten Anreicherung von Exosomen aus Zellkultur und Plasmaproben mittels Antikdrper
gegen exosomenspezifische oder tumorspezifische Antigene wurden Streptavidin-
beschichtete magnetische Beads (MBL-MEX-SA, ExoCap(TM) Streptavidin Kit, BIOZOL
Diagnostica Vertrieb GmbH, 85386 Eching, Germany) verwendet. Diese Beads wurden mit
biotinylierten, exosomenspezifischen Antikbrpern (CD63, CD9) oder biotinylierten,
tumorspezifischen Antikérpern (CD147) gekoppelt. Dazu wurden die biotinylierten Antikdrpern
mit den streptavidinierten Beads fir 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
modifizierten Beads wurden dann mit der entsprechenden Probe inkubiert. Zu diesen Proben
zahlen Exosomenisolate aus Zellkulturiberstdanden nach Ultrazentrifugation und
Plasmaproben. Wahrend der Inkubationszeit verbanden sich die in den Proben befindlichen
Exosomen Uber ihre Oberflachenproteine (CD63, CD9 oder CD147) mit den entsprechenden
Antikorpern auf den Beads. Die magnetischen Beads wurden nach der Inkubationszeit (24
Stunden bei 4 °C) mittels starker Magneten (MBL-3190/ Magnetic Rack/ BIOZOL Diagnostica
Vertrieb GmbH, 85386 Eching, Germany) an einer Innenseite des Reaktionsgefalies fixiert
und alle nicht gebunden Bestandteile mit einer Waschlésung entfernt. Die Bead-Partikel-
Komplexe wurden in 2-%-PFA-PBS (fur TEM) oder Lysepuffer mit Proteaseinhibitor (ftr
Western Blot) geldst und bei 4°C oder -20°C gelagert. Inkubations- und Waschschritte sowie
Probenvor- und nachbereitung und die Kopplung biotinylierter Antikérper mit den Beads,

wurden gemaf dem Protokoll des Herstellers durchgefihrt.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die verwendeten biotinylierten Antikorper

Antikdrper | Bezeichnung Hersteller

CD63 MBL-MEX002-6/Anti-CD63 (LAMP-3) mAb-Biotin BIOZOL Diagnostica Vertrieb
GmbH, 85386 Eching,
Germany

CD9 13174S/CD9 (D801A) Rabbit Cell Signaling Technology

Europe V./Zweigniederlassung
Deutschland, Frankfurt a. M.

CD147 MA1-19511 CD147 (soluble) Monoclonal | Biotin, Invitrogen, Carlsbad,
Antibody (MEM-M6/1) Kalifornien, Vereinigte Staaten
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A | Biotin-Antikorper | Magnetische Extrazellularer

Beads Vesikel
—
— 30-150 nm
1-2um

waschen

Biotin Streptavidin tumor-assoziertes Tetraspanine  magnetischer Magnet
Protein Partikel
Abbildung 10: Schematischer Ablauf der lIsolierung und Anreicherung von Extrazellularen
Vesikeln (EVs) mittels magnetischer Beads. A = Modifizierung magnetischer Beads mit
Antikdrpern gegen typische Oberflachenproteine von EVs und Darstellung der Funktionsweise
dieser modifizierten Beads. B = Anwendung modifizierter magnetischer Beads an biologischen
Proben. B = Legende © Dirk Himbert (Eigenkomposition)

A A = M(D(Dﬂlv

Der biotinylierte Antikérper CD9 wurde mithilfe eines Biotinylation-Kits (INB-4001-0030/ Biotin
Check&Go! Antibody Labeling Confirmation Kit 30 Strips; INB-370-0010 Lightning-Link Rapid
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Biotin Type A Labeling Kit/ BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, 85386 Eching, Germany),

den Herstellerangaben folgend, selbst hergestellt.

3.5.2 Chip-basierte Methode

Zur spezifischen Anreicherung und Charakterisierung von Exosomen wurde das ExoView ™

Tetraspanin Kit und der ExoView™ R100 Automated Imager von NanoView Bioscience
(Brighton, MA 02135, United States) angewandt. Dazu wurden die Proben auf einen Chip
gegeben, welcher mit Antikbrpern gegen exosomenspezifische Proteine (CD9, CD63, CD81),
beschichtet war. Als Negativkontrolle befand sich zudem ein Spot mi einem IgG-Antikdrper.
Partikel mit CD9, CD63 oder CD81 in ihrer Membran banden an die entsprechenden
Antikorperspots, ungebundene Partikel wurden durch Waschschritte entfernt. Diese so
fixierten Exosomen wurden durch integrierte Laser und Mikroskop untersucht. So liel3en sich
Grol3e, Anzahl und GrolRenverteiiung bestimmen. Durch die Zugabe fluorophor-gekoppelter
Antikdrper gegen exosomenspezifische (CD9, CD63, CD81) oder tumorspezifische (CD147)
Proteine konnte die Ko-Expression dieser Proteine auf den einzelnen Subpopulationen der
Exosomen untersucht werden. Es wurden unbehandelte Plasmaproben, Zellkulturiiberstande

und Exosomenisolate aus Zellkultur nach Ultrazentrifugation mit dieser Technik untersucht.

Extrazellularer Fluoreszierende Detektions-
Vesikel Antikorper Antikorper

Y YYYY

Protein

CD9-Protein

CD81-Protein

CD63-Protein

CD9-Antikorper

CD81-Antikorper

CD63-Antikérper Nano-Chip Biologische Probe

CNON I —

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips des Nano-Chip-
Systems von NanoViewBioscience. © Dirk Himbert (Eigenkomposition)

Die Versuchsdurchfiihrung und die Bereitstellung der Rohdaten erfolgten teilweise durch den

Hersteller, wurde aber sukzessive selbst ibernommen.
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Tabelle 6: Protokoll der Messreihe eines Kits mit 12 Nano-Chips. Je 50 pl Probenvolumen von
zwei Probanden/Probandinnen (Plasma 1197; 1208) und Nierenzellkarzinomzelllinie (786-0,
Caki2) wurden, nach entsprechender Vorbehandlung und Verdinnung, auf einen Chip (Chipnr. =
Chipnummer) aufgetragen. Fixierte Partikel wurden mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen
Exosomenmarker (CD9, CD81, CD63) oder gegen Tumormarker (CD147) gefarbt und in den
korrespondierenden Wellenlangenbereichen detektiert (488 nm, 555 nm, 647 nm). PE =
Phycoerythrin

Probe Verdiinnung | Chipnr. Vorbehandlung Blauer Griiner Roter
Kanal Kanal Kanal
786-0 . .
Zellkultur- 1in2 36 d1ffer.en21e¥le - CD147-PE -
. Zentrifugation
uberstand
Caki-2 . .
Zellkultur- 1in2 40 differenzielle - CD147-PE -
.. Zentrifugation
uberstand
786-0 ' diff. Zentrifugation
1in6 44 + - CD147-PE -
Exosomen . .
Ultrazentrifugation
Caki-2 . diff. Zentrifugation
1in6 45 + - CD147-PE -
Exosomen . .
Ultrazentrifugation
Plasma 1in 20 61 dlffer.enmeue i CD147-PE )
1197 Zentrifugation
Plasma 1in20 47 dlffer.enme?le i CD147-PE )
1208 Zentrifugation
786-0 diff el
Zellkultur- 1in10 51 Herenzie e CD9-488 | CD81-555 | CDe3-647
. Zentrifugation
uberstand
Caki-2 differenziell
Zellkultur- 1in10 53 Herenzie e CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
. Zentrifugation
uberstand
7860 diff. Zentrifugation
1in70 64 + CD9-488 CD81-555 CD63-647
Exosomen . .
Ultrazentrifugation
Caki-2 diff. Zentrifugation
axt 1in70 69 + CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Exosomen . .
Ultrazentrifugation
Plasma 1in10 62 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
1197 Zentrifugation
P1 iff iell
asma 1in 10 68 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
1208 Zentrifugation

46



Tabelle 7: Protokoll der Messreihe eines Kits mit insgesamt 16 Nano-Chips. Je 50 pl
Probenvolumen von fanf Probanden/Probandinnen (Plasma  1-5) und einer
Nierenzellkarzinomzelllinie (Caki2) wurden, nach entsprechender Vorbehandlung und
Verdinnung, auf einen Chip (Chipnr. = Chipnummer) aufgetragen. Fixierte Partikel wurden mit
fluoreszierenden Antikorpern gegen Exosomenmarker (CD9, CD81, CD63) oder gegen
Tumormarker (CA9, CD147, PD-L1) gefarbt und in den korrespondierenden
Wellenlangenbereichen detektiert (488 nm, 555 nm, 647 nm). PE = Phycoerythrin

. . Blauer Griiner
Probe Verdiinnung | Chipnr. Vorbehandlung Kanal Kanal Roter Kanal

Plasma 1 125 002 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Zentrifugation

Plasma 1 125 004 differenzielle - CD147-PE -
Zentrifugation

Plasma 1 125 016 differenzielle - - PD-L1-647
Zentrifugation

Plasma 2 125 017 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Zentrifugation

Plasma 2 125 019 differenzielle ; CD147-PE -
Zentrifugation

Plasma 2 1:25 021 differenzielle ; - PD-L1-647
Zentrifugation

Plasma 3 125 040 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Zentrifugation

Plasma 3 125 042 differenzielle - CD147-PE .
Zentrifugation

Plasma 3 1:25 043 differenzielle - - PD-L1-647
Zentrifugation

Plasma 4 1:1 045 differenzielle ; - PD-L1-647
Zentrifugation

Plasma 4 125 047 differenzielle ; CD147-PE -
Zentrifugation

Plasma 4 1:1 048 differenzielle CA9-488 ; ;
Zentrifugation

Plasma 4 1:125 049 differenzielle CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Zentrifugation

Plasma 5 1:1 064 differenzielle CA9-488 | CD147-PE | PD-L1-647
Zentrifugation
differenzielle

Plasma 5 1:125 066 D CD9-488 | CD81-555 | CD63-647
Zentrifugation
differenzielle

Caki2 15 068 Zent“ffga“on CA9-488 | CD147-PE | PD-L1-647
Ultrazentrifugation
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3.6 Immunohistochemie

Die FFPE-Gewebeschnitte (4 um) wurden entparaffiniert (1 Stunde, 60 ° C), mit Xylol (dreimal
fur 10 Minuten) behandelt und innerhalb einer absteigenden Alkoholreihe in 5-Minuten-
Schritten (100% —100% —70% —70% Ethanol, aqua dest) rehydratisiert. Das Antigen retrieval
(10 mM Citratpuffer, pH 6,0 oder 10 mM Tris 1 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA, pH 9,0)
wurde fir 10—15 Minuten bei 95 ° C durchgefuhrt. Danach wurden die Schnitte mit BSA (3%
BSA in PBS (w/ v), pH 7,2) fur 30 Minuten mit PBS gewaschen und fir 20 Minuten mit Biotin
blockiert (Biotin Block von DCS), gefolgt von Waschen mit PBS (20 Minuten). Die
Gewebeschnitte wurden mit primaren Antikdrpern inkubiert (gelést in 1% BSA in PBS, pH 7,2).
Diese Antikorper richteten sich gegen CD70 (monoklonale Maus, MAB2738, RD Systems),
CD147 (monoklonales Kaninchen, abl108308, Abcam), CA9 (rekombinante Maus,
monoklonales Hybridom, Integra) oder EpCAM (monoklonales Kaninchen, D4K8R, Cell
Signaling). Die Inkubation mit Primarantikdrper erfolgte fiir 1 Stunde bei 37 ° C. Anschlie3end
wurden die Schnitte viermal mit PBS gewaschen. Der Nachweis der detektierten Antigene
wurde mit dem REAL Detection System Alkalische Phosphatase / ROTES Kaninchen / Maus
(Dako / Agilent, Santa Clara, Kalifornien, USA) gemal} dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

Die Erhebung sowie quantitative und qualitative Analyse der Daten wurde durch Herrn Dr.

med. Philip Zeuschner durchgeflhrt.
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3.7 Materialien und Gerate

Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

BioTrace PVDF Tragermembran (0,45 um) PALL GmbH

Filterpapier Serva

Kanilen Sarstedt AG & Co.
Kryoréhrchen Greiner Bio-One
Pasteurpipetten, Glas Carl Roth GmbH +Co. KG
Pipetten Eppendorf AG
Pipettenspitzen Eppendorf AG

Polycarbonat Flasche 26 ml, 25x89 mm,
dickwandig, mit roter Alu-Verschlusskappe

Beckman Coulter GmbH

Serologische Pipette, 1 ml

Sarstedt AG & Co

Serologische Pipette, 2 ml

Sarstedt AG & Co

Serologische Pipette, 5 ml

Sarstedt AG & Co

Serologische Pipette, 10 ml

Sarstedt AG & Co

Serologische Pipette, 25 ml

Sarstedt AG & Co

Skalpell

Sarstedt AG & Co

Spritzen

Sarstedt AG & Co

Sterilfilter (0,22 pm)

Merck Millipore

UZ-Rohrchen

Beckman Coulter

Zellkulturflaschen 25 cm? Corning
Zellkulturflaschen 75 cm? Corning
Zellkulturflaschen 150 cm? Corning
Zellkulturflaschen 300 cm? Corning
Zellkulturflaschen 500 cm? Thermo Fisher Scientific
Zellkulturplatten 6 Well Corning
Zellkulturplatten 12 Well Corning
Zellkulturplatten 24 Well Corning
Zellkulturplatten 48 Well Corning
Zellkulturplatten 96 Well Corning

Zentrifugenréhrchen 15 ml

Sarstedt AG & Co.

Zentrifugenréhrchen 50 ml

Sarstedt AG & Co.

Tabelle 9: Gerate

Gerat

Hersteller

Elektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories GmbH

ExoView™ R100 Automated Imager

NanoView Bioscience

ExoView™ Control Computer

NanoView Bioscience

Heizblock, Thermozykler Eppendorf AG
Infinite F200pro Tecan

Inkubator Memmert
Lichtmikroskop Carl Zeiss GmbH
NanoSight LM 10 Malvern

Rotor Typ 70 Ti

Beckman Coulter

Schiittler

Bio-Rad Laboratories GmbH

Spektrometer Infiniti F200 pro

Tecan

Trans-Blot SD semi-dry Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH

Transmmissionselektronenmikroskop

Carl Zeiss GmbH

Ultrazentrifuge L-80

Beckman Coulter

Vakuumzentrifuge Chris
Zellzahlgerat Luna Biozym Scientific GmbH
Zentrifuge Eppendorf AG
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Tabelle 10: Reagenzien und Losungen

3.8 Chemikalien und Reagenzien/ Losungen

Puffer/Lésung Reagenz Konzentration/Menge
Phosphatgebufferte Salzlésung NacCl 137 mM
KCI 2,7 mM
NazHPO4 - 2 H20 10 mM
KH2PO4 2mM
Lysepuffer Tris 50 mM
(pH =7,6) NaCl 150 mM
Triton X-100 1% (viv)
CHAPS 1 % (viv)
SDS 0,1 % (viv)
Protease-Inhibitoren Mix | 1 x
4x Trenngelpuffer (pH = 8,8) Tris 15M
4x Sammelgelpuffer (pH = 6,8) Tris 0,5M
10x Laufpuffer Tris 0,5M
Glycin 1,92 M
SDS 1%
6x Probenpuffer - reduziert Tris 0,5M
(pH =6,8) Glycin 30 % (v/iv)
SDS 10 % (m/v)
Dithiotriol (DTT) 600 mM
Bromphenolblau Spatelspitze
6x Probenpuffer — nicht reduziert Tris 0,5M
(pH = 6,8) Glycin 30 % (viv)
SDS 10 % (m/v)
Bromphenolblau Spatelspitze
10 % APS APS 10 % (m/v)
Sammelgel - 5 %ig 30 % A/B 420 ul
- fir 2 Minigele- ddH20 1,4 ml
4x Sammelgelpuffer 625 pl
10 % SDS 25 ul
TEMED 3,75 ul
10 %APS 15 pl
Trenngel - 12,5 %ig 30 % A/B 4,20 ml
- fir 2 Minigele- ddH20 3,10 ml
4x Trenngelpuffer 2,50 mi
10 % SDS 100 ul
TEMED 15 pl
10 %APS 60 pl
Trenngel - 10 %ig 30 % A/B 3,30 mi
- fir 2 Minigele- ddH20 4,00 ml
4x Trenngelpuffer 2,50 mi
10 % SDS 100 pl
TEMED 15 pl
10 %APS 60 pl
Transferpuffer Tris 48 mM
Glycin 39 mM
Methanol 15% (viv)
SDS 0,01% (Mm/v)
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Puffer/Losung Reagenz Konzentration/Menge
10x TBS-Tween Tris 248 mM

NaCl 1,37 M

Tween 1% (vIv)

20 pH=7,6

Membranen & Filterpapier

BioTrace PVDF, 0,45 upm (PALL)
Membrane, surface PVDF, 0,2 pm

Fluorobind

(SERVA)

Chromatographiepapier, Cellulose, Grade 3MM Chr

(VWR)
BSA-Blocklésung TBS-Tween 1x
BSA 1-5% (m/v)
Milch-Blocklésung TBS-Tween 1x
Milchpulver 1-59% (m/v)
10x NETG-Blocklésung Tris 0,5M
NaCl 15M
EDTA 50 mM
Tween20 0,5 % (v/v)
Gelatine 0,4 (m/v)
ddH20 (in Mikrowelle
I6sen)
pH=7,5

Chemolumiszenzsubstrat |

SERVA Light Polaris CL HRP WB Substrate Kit

Chemolumiszenzsubstrat 11

Pierce™ ECL Plus Western Blotting Substrate

Tabelle 11: Chemikalien

Chemikalie Hersteller
Acrylamid/Bis-L6sung (30 % w/v) 37.5:1 Serva
Albumin Bovin Fraktion (BSA) Serva
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Bromphenolblau Serva

CHAPS

Sigma Aldrich GmbH

Coomassieblau Brilliant Blue R Losung

Serva

Desinfektionsmittel Incidin Plus

Ecolab

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma Aldrich GmbH

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma Aldrich GmbH

Dithiotriol (DTT) Serva
Essigsaure Merck
Ethanol, reinst (95 %) Merck

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA

Sigma Aldrich GmbH

Glutaraldehyd

Merck Millipore

Glycin

Sigma Aldrich GmbH

Kaliumchlorid

Sigma Aldrich GmbH

Kaliumhydrogenphosphat

Sigma Aldrich GmbH

Magermilchpulver

Serva
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Chemikalie Hersteller

Methanol (100 %) Merck
N,N,N",N"-Tetramethylethylenediamin (TEMED) Serva

Natriumchlorid Sigma Aldrich GmbH
Natriumdodecylsulfat Serva
Paraformaldehyd Sigma Aldrich GmbH
Phosphatgebufferte Salzldsung Sigma Aldrich GmbH
Triple Color Protein Standard I Serva

Tris Serva

Triton X-100 Sigma Aldrich GmbH
Trypanblau Sigma Aldrich GmbH
Tween 20 Sigma Aldrich GmbH
Uranyloxalat VWR

Xylol (100 %) Merck

Tabelle 12: Zellkulturmedien und Zuséatze

Medium Hersteller

DMEM, 4,5 g Glukose Sigma Aldrich GmbH
RPMI, 2 g Glukose Sigma Aldrich GmbH
Fetales Kalberserum Sigma Aldrich GmbH

3.9 Kits und Enzyme

Tabelle 13: Kits

Kit Hersteller

Biotin Check&Go! Antibody Labeling Confirmation Kit | BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH

ExoView™ Tetraspanin Kit NanoView Bioscience
Lightning-Link Rapid Biotin Type A Labeling Kit BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH
Pierce ™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific

Total exosome isolation (from plasma) Life Technologies

Tabelle 14: Enzyme

Enzym Hersteller
Proteaseinhibitoren Mix HP Serva
Trypsin/EDTA Sigma Aldrich GmbH
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3.10 Geréate- und Computersoftware

Tabelle 15: Gerate- und Computersoftware

Software

Hersteller

NTA 3.2

Malvern

ExoView Software Suite 3.0

NanoView Bioscience

ExoViewer™ Software V3

NanoView Bioscience

TEM Software

Carl Zeiss GmbH

INTAS Imager Analyzer

INTAS Science Imaging Instruments GmbH

Power Point

Microsoft
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4. Ergebnisse

Zur Validierung der Isolation von Extrazellularen Vesikeln, bzw. Exosomen mit den
entsprechenden Isolationsmethoden fir Zellkultur, Gewebe oder Blutplasma wurden die
isolierten Vesikel anhand diverser Methoden charakterisiert. Dafur wurden GrofRe und
GroRenverteilung mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA), die Morphologie mittels
Transelektronenmikroskopie (TEM) und die Expression exosomen-spezifischer Proteine
mittels Western Blot, bestimmt. Fir alle Vesikel, die zur weiteren Charakterisierung verwendet
wurden, konnte nachgewiesen werden, dass diese in Form, Grol3e, Gro3enverteilung und

Oberflachenmarkern exosomen-typische Charakteristika aufweisen.

Darlber hinaus wurde die Expression der ausgewahlten Tumormarker (Auswabhlkriterien siehe
Kapitel 2.4, 2.5) auf isolierten Exosomen in vitro (Zellkultur) und auch in vivo (humanes
Gewebe, humanes Blutplasma) nachgewiesen. Dabei wurden sowohl Zell- und
Gewebeproben von Nieren-, Blasen- und auch Prostatakarzinomzelllinien untersucht. Aus den
Isolationsversuchen von Exosomen aus menschlichen Gewebeproben der Niere mittels eines
Saccharose-Dichtegradienten in  Kombination mit Ultrazentrifugation resultierte ein

spezifisches Isolationsprotokoll (siehe Kapitel 4.2).

Die Anreicherung von Exosomen mittels magnetischer Beads mit exosomen-spezifischen
(CD63) oder tumor-spezifschen (CD147) Antikdrpern zeigte im Western Blot eine klare
Expression von Exosomenmarkern und eine Expression der Tumormarker CD147 und CA9
fur Proben aus Zelllinien, nicht aber fur Proben aus humanen Plasmaproben. Die Expression

von EpCAM und CD70 war in den bead-behandelten Proben nicht nachweisbar.

Exosomen gehoren zu den Extrazellularen Vesikeln und werden in der Literatur haufig als
small extracellular vesicles (SEVs) bezeichnet. Nachfolgende Benennungen von Partikeln als
.Exosomen* oder ,Extrazelluldare Vesikel“ bezeichnen demnach gleichermalRen Vesikel mit
einem Durchmesser zwischen 30 und 150 nm und den weiteren, in den Kapiteln 2.2 und 2.3
beschriebenen, Eigenschaften. Des Weiteren bezeichnet der Begriff ,Plasma“ das aus

humanem Vollblut gewonnene Blutplasma.

4.1 Charakterisierung von Exosomen aus Zellkultur

Die Validierung der Ultrazentrifugation als Isolationsmethode zur Gewinnung von Exosomen
von kultivierten Zelllinien erfolgte mittels Western Blot, NTA (Nanotrackinganalyseverfahren)
und TEM (Transelektronenmikroskopie) exemplarisch anhand der Nierenzellkarzinomzelllinie
(Cakil, Caki2, RCC53, 786-0). Diese Versuche zeigten, dass die isolierten Vesikel in Form,
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GroRe und GroRenverteilung dem in der géngigen Literatur definierten Merkmale von
Exosomen entsprachen (Abbildungen 12-14, [88]). Der qualitative und quantitative Nachweis

fur die Isolation von Exosomen aus diversen Zelllinien wurde damit erbracht.

4.1.1 TEM-Aufnahmen von Exosomen aus Zellkultur

Exosomen aus Zellkulturiberstanden konnten mit ausreichender Reinheit und Konzentration
isoliert werden (Abbildungen 12-14). Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)-Bilder
zeigten kugelférmige Partikel mit Doppelmembranen und einer GréRe zwischen 45 und 53 nm
in allen flnf Zelllinien (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Aufnahme von Exosomen aus
Nierenzellkarzinomzelllinien als qualitativer Nachweis der Isolation von extrazellularen Vesikeln.
Linkes Feld: PBS; Mittleres Feld: VergréRerung einzelner Exosomen. Rechtes Feld:
Ubersichtsaufnahme. Adaptiert von Himbert et al. [278]

Um die Qualitat der Exosomenisolierung zu bestéatigen, analysierten wir die Expression
zellularer (Golgi-Marker 130 (GM130)) und exosomaler (Differenzierungscluster 63, 81, 9
(CD63, CD81 und CD9)) Proteine iber Western Blot (Abbildung 15). GM130 war in allen Zellen

nachweisbar, jedoch nicht in den entsprechenden Exosomenproben, was eine hohe Reinigung
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von Exosomen ohne zellulare Verunreinigungen unterstreicht (Abbildung 15A). CD63 war in
allen Exosomenproben angereichert. CD9 wurde in allen Exosomenproben, mit Ausnahme
von 786-O, mit hoheren Signalintensitdten als in den entsprechenden Zellproben
nachgewiesen. CD81 wurde in niedrigen Konzentrationen in Exosomenproben von klarzelligen
NZK-Zelllinien beobachtet, im Gegensatz zu MCF7 (Michigan Cancer Foundation — 7) -

abgeleiteten Exosomen, die als Kontrolle dienten (Abbildung 15B).

4.1.2 NTA-Messungen von Exosomen aus Zellkultur

Die Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) ergab in allen vier getesteten ccRCC-Zelllinien eine
GrolRenverteilung mit einem Maximum bei etwa 100 nm, die die GroRenverteilung der
Exosomen widerspiegelt (Abbildung 14 A-D, Tabelle 16).

Tabelle 16: VesikelgroRen und GrofRenverteilungen von isolierten Vesikeln von 786-0-Zellen
gemittelt Gber drei Einzelmessungen und je 30 Sekunden Messdauer aus drei Messungen mit je
30 Sekunden Dauer in Abhangigkeit der Verdinnung. Vesikelsuspensionen wurden nach der
Isolation und vor der Messung 1:100, 1:500 oder 1:1000 verdinnt. Werte wurden aus Abbildung
13 entnommen. Die abgelesenen Partikelkonzentrationen wurden entsprechend ihrer
Verdinnung auf die Konzentration in einem Milliliter umgerechnet.

Vesikelkonzentration [Partikel/ml] Maxima Vesikelgrofie
1:100 1:500 1:1000 1:100 1:500 1:1000
5,0x10° 2,5x1010 1,9x1010 1 100 nm 101 nm 117 nm
5,0x10° 2,0x1010 1,2x1010 2 115 nm 130 nm 166 nm
3,0x10° 1,0x1010 0,5x1010 3 147 nm 178 nm 232 nm
3,1x10° 0,25x1010 0,2x1010 4 171 nm 267 nm 275 nm
1,3x10° 0,1x101 0,2x1010 5 234 nm 377 nm 325 nm
0,5x10° 0,05x101 0,19x101 6 323 nm 469 nm 396 nm
0,1x10° 0,05x10%0 0,1x1010 7 545 nm 528 nm 489 nm
0,1x10° <0,01x1010 <0,01x1010 8 614 nm 619 nm 599 nm
0,05x10° <0,01x1010 <0,01x1010 9 775 nm 751 nm 620 nm
- <0,01x1010 <0,01x10" 10 - 842 nm 783 nm
- - <0,01x10%0 11 - - 889 nm
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Abbildung 13: Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) von Exosomen, die aus der humanen
klarzelligen Nierenkarzinom-Zelllinie (ccRCC = clear cell renal cell carcinoma) 786-O stammen.
(Al- C1) Einzelmessungen, (A2 — C2) Mittelung der Einzelmessungen. Die roten Balken zeigen
den Standardfehler der Mittelwerte aus den Messungen. Gemessen wurde eine Probe in drei
Verdinnungen (1:100 = Al, A2; 1:500 = B1, B2; 1:1000 =C1, C2). n = 3; T = 30s.

Die Messungen der durch Ultrazentrifugation von Zellkulturiberstdnden gewonnen Partikel
ergab eine von der Verdinnung der Partikelsuspension abhangige GrolRenverteilung. Der
Vergleich der drei Messungen Uber jeweils 30 Sekunden derselben Probe bei drei
Verdiinnungsstufen dass bei die Unterschiede der

zeigte, allen  Verdunnungen

Einzelmessungen zwischen 100 nm und 150 nm Partikeldurchmesser am héchsten war. Bei
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1:1000 Verdinnung nahmen diese Abweichung ab einer Partikelgrof3e von 250 nm aufwarts
wieder zu (Abbildung 13; A1, B1, C1, Tabelle 16).

Die Messungen der durch Ultrazentrifugation von Zellkulturiiberstinden gewonnen Partikel
ergab eine von der Verdinnung der Partikelsuspension abhéngige Grolienverteilung. Bei einer
Verdinnung der Partikelsuspension von 1:100 ergab die Messung der Partikelgréf3en und
Berechnung der Partikelkonzentrationen einen Trend hin zu geringeren Konzentrationen und
eine leichte Drift hin zu gréReren Durchmessern, verglichen mit den Verdiuinnungsstufen 1:500
und 1:1000. Im Falle der Verdinnungen von 1:500 und 1:1000 lagen beide Parameter naher
beieinander (Abbildung 13; A2, B2, C2, Tabelle 16).

Die Messergebnisse der NTA-Messungen von Isolaten aus den Nierenzellkarzinomzelllinien
786-0, Caki 1, Caki 2 und RCC53 verdeutlichte die Unterschiede und Gemeinsamkeiten von
VesikelgroRe und GroRRenverteilung. Die Verteilung der VesikelgroRen war abhéngig von der
Verdinnung. Die Vesikel der Zelllinie 786-O waren im Mittel groRer als die der anderen drei
Zelllinien. Die VesikelgroRen der Zelllinien Cakil und Caki2 lagen nah beieinander und die
Vesikel der Zelllinie RCC53 lagen mit einer durchschnittlichen GréRe von circa 138 nm
dazwischen. Die Vesikelkonzentrationen waren zelllinienspezifisch. Die Unterschiede in den
Messergebnissen, die beim Vergleich der verschiedenen Verdinnungen auftraten, waren bei
Cakil und RCC53 am grofRten. Hier unterschieden sich die Gesamtkonzentrationen der
Vesikel deutlich (Abbildung 14, Tabelle 17, 18, 19).

Tabelle 17: Messung der Partikelgrof3en gemittelt tber drei Einzelmessungen und je 30
Sekunden Messdauer. Gemessen wurden 1:500- und 1:1000-Verdinnungen von

Exosomensuspensionen aus vier Nierenzellkarzinomzelllinien. Die Werte wurden aus Abbildung
14 entnommen.

786-O Cakil Caki2 RCC53

Maxima 1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000

1 101 nm 117 nm 60 nm 83 nm 41 nm 89 nm 34 nm 89 nm

2 130 nm 166 nm 87 nm 103 nm 80 nm 130 nm 57 nm 120 nm

3 178 nm 232 nm 130 nm 182 nm 108 nm 192 nm 77 nm 170 nm

4 267 nm 275 nm 154 nm 210 nm 167 nm 272 nm 92 nm 193 nm

5 377 nm 325 nm 203 nm 272 nm 215 nm - 127 nm 259 nm

6 469 nm 396 nm 276 nm 368 nm 244 nm - 171 nm 354 nm

7 528 nm 489 nm 455 nm - 286 nm - 264 nm -

8 619 nm 599 nm - - 324 nm - 341 nm -

9 751 nm 620 nm - - 527 nm - - -

10 842 nm 783 nm - - - - - -

11 - 889 nm - - - - - -
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Tabelle 18: Berechnung der Partikelkonzentrationen gemittelt Uber drei Einzelmessungen mit je

30 Sekunden

Messdauer.

Exosomensuspensionen
Partikelkonzentrationen in Partikel/ml. Werte wurden aus Abbildung 14 Ubernommen. Die

aus

Gemessen wurden 1:500-
vier

Angabe

und 1:1000-Verdiinnungen von
Nierenzellkarzinomzelllinien.

der

abgelesenen Partikelkonzentrationen wurden entsprechend ihrer Verdinnung auf die
Konzentration in einem Milliliter umgerechnet.
786-O Cakil Caki2 RCC53
Max 1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000 1:500 1:1000
1 2,5x101 | 1,9x101° 0,3x10° 0,7x101 | <0,01x10% | 1,05x10% | 0,04x10% | 0,8x10%10
2 2,0x10%0 | 1,2x10%° 5,2x10° 1,7x1010 0,5x1010 0,5x10% | 0,35x10% | 3,1x1010
3 1,0x10% | 0,5x10% 0,9x10° 0,5x1010 1,0x10% | 0,175x10% | 0,34x10% | 0,12x10%°
4 0,25x10% | 0,2x1010 1,0x10° 0,3x1010 0,3x101 | <0,01x10% | 0,2x10%° | 0,08x10
5 0,1x10%0 | 0,2x10° 0,4x10° 0,05x10% | 0,05x10%0 - 0,55x10' | 0,1x1010°
6 0,05x10% | 0,19x1010 0,4x10° | <0,01x10 | <0,01x10%0 - 0,62x10% | 0,01x10%
7 0,05x10% | 0,1x10% | <0,01x10% - <0,01x1010 - 0,12x1010 -
8 |<0,01x10%| <0,01x1010 - - <0,01x1010 - <0,01x1010 -
9 [<0,01x10%°| <0,01x1010 - - <0,01x1010 - - -
10 |<0,01x10°| <0,01x10%0 - - - - - -
11 - <0,01x1010 - - - - - -
Tabelle 19: Mittlere PartikelgréRe und Gesamtpartikelkonzentration. Berechnung der

Partikelkonzentrationen gemittelt Uber drei Einzelmessungen mit je 30 Sekunden Messdauer.
Gemessen wurden 1:500- und 1:1000-Verdinnungen von Exosomensuspensionen aus vier
Nierenzellkarzinomzelllinien. Angabe der Partikelkonzentrationen in Partikel/ml. Werte wurden
aus Abb. 14 Gbernommen und daraus der Mittelwert berechnet. Die Partikelkonzentrationen
wurden entsprechend ihrer Verdinnung auf die Konzentration in einem Milliliter umgerechnet.
Die Partikelkonzentrationen bilden hier die Summe der Konzentrationen aus 3 Einzelmessungen.

Zelllinie Partikelgrofse Konzentration Verdiinnung
[nm] [Partikel/ml]

163,0 +/- 4,8 1,92x10%2 +/- 3,92x101° 1:500
786-O

189,0 +/- 5,0 1,56x1012 +/- 1,44x10M 1:1000

119,0 +/- 10,1 4,58x10" +/- 1,27x10" 1:500
Caki2

125,6 +/- 8,7 4,51x10" +/- 5,17x10" 1:1000

130,0 +/- 7,0 1,91x10" +/- 8,79x101° 1:500
Cakil

114,3 +/- 5,6 6,86x10" +/- 2,02x10" 1:1000

139,5 +/- 8,0 3,88x10" +/- 8,90x101 1:500
RCCS3 137,0+/-7,7 2,45x10" +/- 1,06x10" 1:1000
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Abbildung 14: Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) von Exosomen,

die aus humanen

klarzelligen Nierenkarzinom-Zelllinien (ccRCC = clear cell renal cell carcinoma) stammen (A) 786-
O, (B) Cakil, (C) RCC53 und (D) Caki2-Zellkulturiberstande. Die roten Balken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte aus den Messungen (n = 3, T = 30s). Gemessen wurde je eine
Probe in zwei Verdinnungen (1:1000 = A1 — D1; 1:500 = A2 — D2). Adaptiert von Himbert et al.

[278]
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4.1.3 Charakterisierung von Oberflachenmarkern auf Exosomen aus Zellkultur

Die semi-quantitative Messung der Proteinexpression zellspezifischer, exosomenspezifischer,
und tumorassoziierter Proteine in Proteinproben aus Zellen und Exosomen von
Nierenzellkarzinom-, Blasenkarzinom-, sowie Prostatakarzinomzelllinien mittels Western Blot
zeigte sowohl innerhalb der Zelllinien als auch zwischen Zell- und Exosomenproben oder den
einzelnen Entitdten Unterschiede. Die Exosomen aus den Zellkulturtiberstanden der malignen
Nierenzellkarzinomzelllinien hatten in allen Fallen einen hohen Anteil exosomaler Marker, eine
geringe bis gar keine Prasenz zellularer Marker, sowie eine sehr diverse Expression der
untersuchten Tumormarker CD147, CA9, CD70 und EpCAM. Dasselbe galt fir Exosomen, die
aus den Zellkulturiiberstanden von Zellen der malignen Blasenkarzinomzelllinien J82, 253J-
BV, T24, respektive der malignen Prostatakarzinomzellinie VCap sowie der
Prostatatumorfibroblastenzelllinie PTF, die mittels Ultrazentrifugation gewonnen wurden.
Gleiches wurde auch bei der Isolation von Exosomen aus den Zellkulturiberstanden von
Zellen der benignen Zelllinien HEK (Niere), HCV29 (Blase), BPH (Prostata) und PNF

(Prostatanormalfibroblasten) beobachtet.

Nachfolgende Unterkapitel fassen die gemessenen Expressionsmuster zusammen.

4.1.3.1 Qualitatskontrolle: Expression von zell- und exosomenspezifischen Proteinen im
klarzelligen Nierenzellkarzinom

Die Detektion des zellspezifischen Markers GM130 zeigte in den Proteinproben aus
Zelllysaten der Nierenzellkarzinimzelllinien (786-O, Caki2, Cakil, RCC53) und der
Mammakarzinomzelllinie MCF7 ein Expressionssignal im Bereich von 130 — 135 kDa
(Abbildung 15 A, Tabelle 20).

Die Detektion der exosomenspezifischen Marker zeigte Unterschiede in der Expression dieser
Proteine zwischen den Zellproben und den korrespondierenden Exosomenproben. Dies ist
beispielhaft in den Western Blots (Abbildungen 15) gezeigt. Die Expression der verschiedenen

Proteine ist in der Tabelle 20 gezeigt.

Die Daten zeigen, dass die Vesikel exosomentypische Merkmale aufweisen [88] und mit hoher

Reinheit von den zellularen Bestandteilen getrennt und isoliert werden konnten.
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Abbildung 15: Western-Blot-Analyse von exosomalen und zellularen Proteinen aus Zelllinien des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms (786-0O, Caki2, Cakil und RCC53) und Kontrollzelllinien (MCF7).
(A) Zellmarker, (B) Exosomenmarker. Adaptiert von Himbert et al. [278]

Tabelle 20: Quantifizierung und Vergleich der Expression von Zell- und Exosomenmarkern in
verschiedenen Zelllinien. ,-“ = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++“ = moderate
Expression; ,+++“ = hohe Expression.

786-O Caki 2 Cakil RCC53 MCEF7
GM130 ++ ++ 4+ +++ ++
CD63 + + + - - E
-
CD9 - + + - + m
N
CDs81 +++ + ++ +++ ++
GM130 - - - - -
CD63 ++ ++ N + + E
=
CD9 - +++ +++ +++ +++ %
o
CDS81 + - + + N, =
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4.1.3.2 Expression von Tumormarkern (EpCAM, CD147, CA9, CD70) in Zelllinien des Klar-
zelligen Nierenzellkarzinoms

CD147 und CA9 wurden in Zellen und Exosomen von NZK-Zelllinien mit zelllinienspezifischen
Expressionsmustern nachgewiesen (Abbildung 16). CD70 trat nur in den MCF7-Kontrollzellen
und ihren Exosomen als spezifische Bande bei 17 kDA auf. Die Expression der Tumormarker
ist in Tabelle 21 zusammengefasst. Auch hier zeigten sich deutliche Unterschiede in den

Expressionsmustern der genannten Tumormarker.

Zellen Exosomen

MW [kDA] 786-O Caki2 MCF7 786-O Caki2 MCF7

75 —
48 —
CD70
35 ram— | —
| m— o
— = =4
17 — | A e
68
e CAIX-m
48 — =
0 — ~ -

Zellen Exosomen

. 0;5 A o . : & A
N h /\, N eJ (<
N ( (‘( A\ fb\ N\ QS( ) ®(

| i B
— — CcD147
o | o et

Abbildung 16: Western-Blot-Analyse von tumorassoziierten Markern. (a)
Carboanhydrase 9 (CA9), CD70 und Epithelzelladhdsionsmolekul (EpCAM); (b) CD147)
auf Exosomen von Nierenzellkarzinomzelllinien (786-0, Caki2, Cakil und RCC53) und
Kontrollzelllinien (MCF7). Adaptiert von Himbert et al. [278]
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Tabelle 21: Quantifizierung und Vergleich der Expression von Tumormarkern in verschiedenen
Zelllinien. ,-“ = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++“ = moderate Expression; ,+++*
= hohe Expression; n.u.= nicht untersucht

786-O Caki 2 Cakil RCC53 MCEF7

CD70 - - n.u. n.u. ++
CA9 - + n.u. n.u. - %
-
EpCAM + + n.u. n.u. ++ R

CD147 +++ ++ +++ +++ +

CD70 - - n.u. n.u. ++
CA9 - ++ n.u. n.u. - %
EpCAM + - n.u n.u +H+ 5
CD147 +++ + ++ ++ ++ %

CD70 und EpCAM sind in Zelllinien von Nierentumoren nicht prasent. CA9 ist in einer

Nierenkarzinomzelllinie stark exprimiert und kommt dort auch in Exosomen vor. CD147 scheint

als Tumormarker besonders geeignet, da er in allen getesteten Zelllinien sowohl in den

Zellproben als auch in den Exosomenproben vorkommt.
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4.1.3.3 Expression von zell-, exosomen- und tumorspezifischen Proteinen in Zelllinien von
invasiven Blasentumoren

Die Expression der zellspezifischen (GM130, Calretikulin) und exosomenspezifischen (CD9,
Syntenin, CD63, CD81, Alix) Proteine wurde in Zelllysaten und Lysaten von
Exosomensuspensionen der Blasenkarzinomzelllinien J82, 253J-BV, T24 gemessen.

A Zellen Exosomen B Zellen Exosomen
MW Mw
[kDa) J82 253)-BV T24 182 253J-BV T24 [kDa] 182 253J-BV T24 J82 253)-BV T24
135 — [ TS F 63 —| - .
GM130 : g .
CD147
100 =— -
48 | - '
Calretikulin
EpCAM
cD9
CA9
|Syntenin
|CD70
CD63 c Zellen Exosomen
Mw
[kDa) 182 253)-BV T24 J82 253J-BV T24
48 =—
cD81 pre— IB-Actin
Alix —— D QD o — IGAPDH
35 — .
D Zell Exosomen Zelle Exosomen
MW ellen
[kDa] J82 253J-BV_T24 )82 253J-BV_T24 MCF7  MCF7
48—
EpCAM
35— ——

Abbildung 17: Western-Blot-Analyse von Proteinproben aus Zellen und Exosomen von
Blasenkarzinomzelllinien (J82, 253J-BV, T24). Isolation der Exosomen erfolgte durch
Ultrazentrifugation des Zellkulturiiberstandes. A: Expression zellspezifischer (GM130,
Calretikulin) und exosomenspezifischer (CD9, Syntenin, CD63, CD81, Alix) Marker. B: Expression
tumorspezifischer Marker (CD147, EpCAM, CA9, CD70). C: Expression von Proteinen der
Ladekontrolle (B-Aktin, GAPDH). D: Expression von EpCAM in Zellen und Exosomen der
Blasenkarzinomzelllinien (382, 253J-BV, T24), sowie MCF7 als Positivkontrolle. MW =
Molekulargewicht; kDa = Kilodalton.
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Tabelle 22: Quantifizierung und Vergleich der

Expression von Zell-,

Exosomen-

und

Tumormarkern in verschiedenen Zelllinien. ,-“ = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++*
= moderate Expression; ,+++“ = hohe Expression; n.u.= nicht untersucht

Zellen

Exosomen

182

253]-BV

T24

182

253]-BV

124

GM130

+

+

+++

Calretikulin

+++

+++

+++

+

CD9

++

+++

++

Syntenin

+++

+++

++

CD63

++

+++

+++

CD81 - - - - - -

Alix - - - + + -

CD147 ++ + +++ + + -

EpCAM - - - - - -

CA9 - + - - + -

CD70 - - - - - -

Die Daten zur Expression von Zellmarkern, Exosomenmarkern (Abbildung 17 A, Tabelle 22)
und der Haushaltsproteine (Abbildung 17 C) zeigen, dass die Exosomen mit hoher Reinheit
isoliert wurden und die Proteinmengen im Blot gleichmaRig verteilt sind. Die Proteine der
Haushaltsgene 3-Aktin und GAPDH wurden in den drei Zellproben gleichermalien bei circa 45
kDa (B-Aktin) und 37 kDa (GAPDH) exprimiert. In den Exosomenproben waren die Signale
ebenfalls in dem Bereich vorhanden. Die Signalintensitaiten waren in allen drei
Exosomenproben ausgepragt und scharf abgegrenzt, jedoch schwécher als in den Zellproben.
Von den getesteten Tumomarkern (C147, CD70, EpCAM, CA9) wurde CD147 in den Zellen
klar exprimiert. Alle anderen Tumormarker konnten in den Zellen und Exosomen der
Blasenkarzinomzelllinien, ausgenommen die Zelllinie 253J-BV, nicht nachgewiesen werden
(Abbildung 17 B, Tabelle 22).

4.1.3.4 Expression von zell-, exosomen- und tumorspezifischen Proteinen in Zelllinien von
malignen und benignen Tumoren der Niere, der Blase, sowie der Prostata

Die Expression von zell- (GM130, Calretikulin), exosomen- (Alix, CD63, CD9, CD81, Syntenin)
und tumorspezifischen (CD147, CD70, CA9) Proteinen sowie Proteinen von Haushaltsgenen
(B-Aktin, GAPDH) wurde in Zellen und Exosomen von benignen (HEK, Niere; HCV29, Blase;
BPH, Prostata) und malignen (786-O, Niere; T24, Blase; VCap, Prostata) Zelllinien untersucht
(Abbildung 18, Anhang Abbildung 50). Die Daten zur Expression von Zellmarkern,
Exosomenmarkern (Abbildung 18, Tabelle 23, Anhang Abbildung 50) und der
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Haushaltsproteine (Abbildung 18) zeigen, dass die Exosomen mit hoher Reinheit isoliert
wurden und die Proteinmengen im Blot gleichmafiig verteilt sind.
Tabelle 23: Quantifizierung und Vergleich der Expression von Zell-, Exosomen- und

Tumormarkern in verschiedenen Zelllinien. ,-“ = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++*
= moderate Expression; ,+++“ = hohe Expression; n.u.= nicht untersucht

Zellen Exosomen
o oV
O B |3 §E B [E | I8 1B B

GM130 ++ + +H+ + ++ +H+ - - + - - -

Calretikulin | ++ +H+ - ++ +H+ +HH+ + - + - - -
(@D) - +H + +H + +H + +HH+ +H+ +H+ +H+ +H+
Syntenin + + + + + + +HH+ +H +H+ +H+ +H+ +H
CDée3 + - + + + - ++ +HH+ ++ +HH+ ++ +
D81 - -k - - - + + + + + +
Alix - + - + + - + + - + + +
D147 +H + + + + +H+ + + + - - +
CA9 + + + + + + - - + - - +

DA - + - - - - - - + - + -

Beim Vergleich der Expression zellspezifischer Proteine fiel auf, dass Calretikulin in allen
benignen und malignen Zelllinien gleichermalen exprimiert wurde. Die Expression von GM130
unterschied sich in den malignen Zelllinien dadurch, dass eine Doppelbande detektiert wurde,
wahrend die benignen Zelllinien eine Einfachbande aufwiesen. Die Detektion der
Exosomenmarker (CD63, CD9, CD81, Syntenin) zeigte in den Exosomenproben eine starke
Expression, und in den Zellproben eine moderate bis schwache Expression. Bei der
Betrachtung exosomenspezifischer Proteine war besonders aufféllig, dass die detektierten
Molekulargewichte von CD63 bei VCap (35-48 kDa) und BPH (48-63 kDa) in verschiedenen

Grol3enbereichen lagen.

Die detektierten Signale fur die exprimierten Haushaltsgene (B-Aktin und GAPDH, die als
Ladekontrolle im Westernblot eingesetzt wurden, befanden sich alle im selben Gro3enbereich.
Dieser war zugleich der Grof3enbereich, der fur das jeweilige Protein charakteristisch ist. Die
Signalintensitat war bei B-Aktin innerhalb der Zellproben und innerhalb der Exosomenproben
gleich stark. Bei den Exosomenproben war eine Abschwachung des Signals bezogen auf die

Signalintensitat in den Zellproben zu erkennen. Die Signalintensitat von GAPDH war sowohl
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innerhalb der Zell- und Exosomenproben als auch zwischen diesen gleichermal3en intensiv.
Einzig bei T24 war eine Abweichung der Signalintensitat hin zu héheren Werten in den Zell-

und Exosomenproben detektiert worden.

Zellen Exosomen
o a o o
[kpa] R = I 2 & Rz P £ 8 &
132 GM130
63 Zellmarker
Calretikulin
48
100 Alix
75
63
48 CD63
35
Exosomen-
35 cD9 marker
25
CD81
25
25 Syntenin
48 B-actin
Ladekontrolle
GAPDH
35
63 CD147
48
gg cD70 Tumormarker
17
63
48 CA9

Abbildung 18: Western-Blot-Analyse von Proteinproben aus Zellen und Exosomen aus malignen
Zelllinien von Niere (786-0), Blase (T24), Prostata (VCap), sowie aus benignen Zelllinien von Niere
(HEK), Blase (HCV29), Prostata (BPH). Isolation der Exosomen erfolgte durch Ultrazentrifugation
des Zellkulturiiberstandes. Expression zellspezifischer Marker (GM130, Calretikulin),
exosomenspezifischer Marker (CD63, CD9, CD81, Syntenin), tumorspezifischer Marker (CD147,
CD70, CA9) und Proteinen als Ladekontrolle (B-Aktin, GAPDH). MW = Molekulargewicht; kDa =
Kilodalton.

Die Expression der Tumormarker (CD147, CD70, CA9) war sehr divers (Abbildung 18, Anhang
Abbildung 50). CD70 wurde in den Exosomenproben von T24 und VCap und in den Zellproben
von HEK sehr schwach exprimiert und als Einzelbande bei circa 17 kDa detektiert. Der
Vergleich von tumorspezifischen Proteinen zeigte, dass alle getesteten Tumorproteine bei der

Mehrheit der Zelllinien nicht in deren Exosomen exprimiert wurden. CD147 war in den
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Exosomen der malignen 786-O- und T24-, sowie der benignen HEK-Zelllinie nachweisbar. Fur
CA9 war dies bei der malignen T24-Zelllinie und der benignen BPH-Zelllinie der Fall. In allen
anderen Exosomen von benignen und malignen Zelllinien war die Expression der

Tumormarker sehr schwach oder nicht nachweisbar (Abbildung 18).

4.2. Charakterisierung von Exosomen aus Gewebe

Um Exosomen direkt aus menschlichen Gewebeproben zu isolieren, wurde ein spezifisches
Protokoll entwickelt, das einen Saccharose-Dichtegradienten mit Ultrazentrifugation
kombiniert (Abbildung 7). Die TEM-Bilder bestétigten sphéarische Partikelformen mit
Doppelmembranen und einer GroRe zwischen 36 und 120 nm in allen NZK-
Tumorgewebeproben (Abbildung 19, 20). Die Verunreinigungen nahmen mit zunehmender
Dichte des Gradienten ab; somit erhdhte sich die Reinheit der isolierten Exosomen (Abbildung
20).

4.2.1 TEM-Aufnahmen von Gewebe-Exosomen

Zur Etablierung eines geeigneten Verfahrens zur Isolierung von Exosomen aus humanen
Gewebeproben von Patienten mit Nierenzellkarzinom wurden ausgewahlte Gewebeproben
vorbehandelt und die so gewonnenen Gewebesuspensionen mittels Ultrazentrifugation
behandelt (Details siehe Kapitel 3.3.2). Dabei wurden diese einmal ohne Gradienten, einmal
mit einem gestuften Gradienten aus Saccharose (ansteigende Konzentration von F1 nach F3)

und einmal mit einer einfachen Schicht aus 30 % Saccharose zentrifugiert.

Ohne Gradient war die Anzahl an extrazellularen Vesikel nach der Ultrazentrifugation sehr
gering. Zudem war der Grad an Kontaminationen mit undefinierbaren Strukturen sehr hoch
(Abbildung 19, Bildausschnitt links aussen).

Beim abgestuften Gradienten zeigten sich im ersten Gradienten F1 viele extrazellulare Vesikel
und viele nicht-vesikulare, sphérische Strukturen sowie weitere organische und anorganische
Ablagerungen. Im zweiten Gradienten F2 zeigten sich vereinzelte extrazellulare Vesikel im
GroRRenbereich von 30 — 150 nm und wenige Kontaminationen mit nicht-extrazellularen
Strukturen. Im dritten Gradienten F3 zeigten sich mehrere extrazellulare Vesikel im
GroRRenbereich von 30 — 150 nm und sehr wenige Kontaminationen mit nicht-extrazellularen
Strukturen (Abbildung 19, Bildausschnitt Mitte).

Bei der einfachen Schicht aus 30% Saccharose zeigten sich keine Kontaminationen mit

undefinierbaren Partikeln, oder organischen und anorganischer Strukturen. Die Aufnahmen

69



zeigten wenige extrazellulare Vesikel im Bereich von 30 — 150 nm Durchmesser und sehr viele

Vesikel mit einem Durchmesser von unter 30 nm (Abbildung 19, rechts aussen).

Ohne Gradient Gradient Gradient 30 %
Gradient F1 F2 F3 Saccharose

Abbildung 19: Exosomen aus Tumorgewebe nach Verdau und Ultrazentrifugation ohne
Gradienten, mit dreischichtigem Saccharosegradient (F1-F3) oder einer einfachen
Saccharoseschicht (30% Saccharose), die mittels Transelektronenmikroskopie (TEM)
nachgewiesen wurden. Gelbe Pfeile zeigen exemplarisch auf fixierte extrazellulare Vesikel.

Tumorgewebe Normalgewebe

Gradient FO
01 yuwrper)

Gradient F1
T4 yudiperd

Gradient F2
74 yIpern

Gradient F3
€4 3wIperH

Abbildung 20: Exosomen aus Tumor- und Normalgeweben in verschiedenen
Gradientenfraktionen, die mittels Transelektronenmikroskopie (TEM) nachgewiesen wurden.

Spalte 1 und 4: Ubersichtsaufnahme. Spalte 2 und 3: VergréRerung einzelner Exosomen.
Adaptiert von Himbert et al. [278]
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Die Aufnahmen der einzelnen Fraktionen von Gewebesuspensionen aus Tumorgewebe und
Normalgewebe von Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom zeigte eine von der Fraktion
abhangige Konzentration an extrazellularen und nicht-extrazellularen Partikeln. Partikel und
Strukturen, die nicht die Merkmale von extrazellularen Partikeln aufwiesen (Doppelmembran,

sphérische Struktur) wurden als unspezifische Ablagerungen definiert. (Abbildung 20).

In Fraktion FO fanden sich in der Tumorgewebeprobe viele unspezifische Ablagerungen und
nur vereinzelt Strukturen, die mit zellularen Membranen assoziiert werden konnen. In der
Normalgewebeprobe waren sehr wenige unspezifische Ablagerungen und keine extrazellulare

Partikel zu sehen.

In Fraktion F1 zeigten sich sowohl in den Tumorgewebeproben als auch in
Normalgewebeproben wenige unspezifische Ablagerungen und viele extrazellulare Partikel

Uber 20 nm und unter 100 nm Durchmesser.

In  Fraktion F2 waren sowohl in den Tumorgewebeproben als auch in den
Normalgewebeproben sehr wenige unspezifische Ablagerungen und viele extrazelluléare

Partikel tiber 30 nm und unter 100 nm Durchmesser vorhanden.

In Fraktion F3 wurden in den Tumorgewebeproben fast keine unspezifischen Ablagerungen
und viele extrazellulare Partikel iber 30 nm und unter 100 nm Durchmesser detektiert. In den
Normalgewebeproben fanden sich fast keine unspezifischen Ablagerungen, viele
extrazellulare Partikel Gber 30 nm und unter 100 nm Durchmesser sowie sehr viele

extrazellulare Partikel mit einer GroRe von unter 20 nm.

4.2.2 NTA von Gewebeexosomen

Die NTA detektierte Partikel in Tumorgewebeproben mit einer Grof3e zwischen 50 nm und 431
nm, und in Normalgewebeproben mit einer GréRe zwischen 34 nm und 752 nm (Abbildung 21,
A—-H, Tabelle 24).

Eine Abhangigkeit der Gro3e der Vesikel vom Gewebetyp war vor allem in den Fraktionen F1
und F2 festzustellen. In diesen beiden Fraktionen gab es in den Normalgewebeproben eine

starkere Tendenz hin zu gréReren Vesikeln als in den Tumorgewebeproben.

Die Fraktionen FO und F3 &hnelten in ihrer Anzahl an Maxima und den Gré3en der Vesikel der
Fraktion F2. Mit drei Maxima kamen in Fraktion F2 bei beiden Gewebetypen, den
Tumorgewebeproben und den Normalgewebeproben, die meisten Vesikel mit einer
exosomentypischen Grof3e von 30 bis 150 nm vor. In der Tumorgewebeprobe kamen diese

Vesikel viermal in Fraktion FO vor.
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Tabelle 24: Berechnung der PartikelgroRen gemittelt Gber drei Einzelmessungen mit je 30
Sekunden Messdauer. Gemessen wurden Exosomensuspensionen aus Tumor- und
Normalgewebe von Patienten mit einem Nierenzellkarzinom.

FO F1 F2 F3

Maxima | Tumor | Normal | Tumor | Normal | Tumor | Normal | Tumor | Normal

1 57 nm 76 nm 29 nm 112 nm 51 nm 34 nm 66 nm 30 nm

2 91 nm - 70 nm 177 nm 73 nm 79 nm 141 nm 78 nm

3 125 nm - 151 nm 218 nm 124 nm 126 nm 193 nm 241 nm

4 146 nm - - 263 nm 163 nm 194 nm 211 nm -

5 184 nm - - 306 nm 235 nm 268 nm 258 nm -

6 194 nm - - 349 nm 262 nm 459 nm 315 nm -

7 234 nm - - - 352 nm 752 nm 431 nm -

8 331 nm - - - 386 nm - - -

9 - - - - 419 nm - - -

Die Konzentration der Vesikel war abhangig von der Fraktion und nahm entlang des
Gradienten von Fraktion FO bis F3 ab. Dies konnte bei Proben aus Tumorgewebe und bei
Proben aus Normalgewebe beobachtet werden. Ausgenommen war Fraktion FO des
Normalgewebes, hier waren in der Gewebesuspension verglichen mit den anderen Fraktionen

am wenigsten Vesikel vorhanden (Abbildung 21, Tabelle 25).

Die Konzentration von Vesikeln war in Proben aus Tumorgewebe in allen Fraktionen héher als
in Normalgewebeproben. In der Gewebesuspension, Fraktion FO, waren 33-mal mehr Vesikel,
in Fraktion F1 siebenmal mehr, in Fraktion F2 dreimal mehr und in Fraktion F3 viermal mehr
Vesikel vorhanden. Das konnte auf eine erhéhte Produktion und Freisetzung von Exosomen
in Tumorgewebe hindeuten (Abbildung 21, Tabelle 25).

Tabelle 25: Berechnung der Partikelkonzentrationen gemittelt ber drei Einzelmessungen mit je 30
Sekunden Messdauer. Gemessen wurden Exosomensuspensionen aus Tumor- und Normalgewebe
von Patienten mit Nierenzellkarzinom. Angabe der Partikelkonzentrationen in Partikel/ml. Die
abgelesenen Partikelkonzentrationen wurden entsprechend ihrer Verdinnung auf die Konzentration in
einem Milliliter umgerechnet.

FO F1 F2 F3

Max| Tumor | Normal | Tumor | Normal Tumor Normal Tumor Normal
1 2,5x101° | 1,7x108 | 2,4x101 | 0,7x10% | 1,19x101 5,9x10° 0,35x1010 3,2x108
2 2,1x10%0 - 1,5x10%° | 0,1x10% | 1,21x10%w0 1,6x10° 1,18x1010 1,1x108
3 0,5x1010 - 0,2x10% | 0,05x10% | 0,42x1010 3,0x10° 0,45x1010 3,5x108
4 | 0,25x1010 - - 0,01x10% | 0,43x1010 0,8x10° 0,45x1010 -
5 | 0,25x10% - - 0,01x10% | (,22x10%w0 0,3x10° 0,2x1010 -
6 0,1x1010 - - <0,01x10%| 0,18x10% | <0,01x10° | 0,35x10° -
7 | 0,25x10m0 - - - <0,01x10% | <0,01x10° | 0,15x10%w0 -
8 [<0,01x10w0 - - - 0,18x1010 - - -
9 - - - - <0,01x1010 - - -
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Abbildung 21: Nano-Tracking-Analyse von Exosomen aus einer priméaren Normalgewebeprobe
(A — D) und aus einer primaren Tumorgewebeprobe (E -H), die jeweils durch einen
Saccharosegradienten isoliert wurden. Die Gré3enverteilung der Fraktionen FO-F3 (A-D, E-H) ist
als Mittelwert aus drei Messungen dargestellt. Die roten Fehlerbalken zeigen den Standardfehler
der Mittelwerte aus drei Messungen. No = Normalgewebe, Tu = Tumorgewebe. Adaptiert von
Himbert et al. [278]

73



4.2.3 Charakterisierung von Proteinen auf Exosomen aus Gewebe

Die zur Etablierung einer geeigneten Isolationsmethode zur Gewinnung von Exosomen in
hoher Konzentration und Reinheit aus Gewebe verwendeten Protokolle (Ultrazentrifugation
ohne Gradienten, mit dreistufigem Saccharosegradient oder mit einstufigem
Sacharosegradient) zeigten, dass alle drei Methoden fir die Isolation von Exosomen geeignet
sind. Auch die Wahl des Enzyms Kollagenase | oder Kollagenase Il zeigte keine grof3en

Unterschiede beim Vergleich der Expressionsmuster innerhalb des jeweiligen Protokolls.

4.2.3.1 Vergleich verschiedener Isolationsmethoden zur Gewinnung von Exosomen aus
Gewebe

Beide Kollagenasetypen flhrten zu den gleichen Expressionsleveln von Zellmarkern in allen
angewendeten lsolationsprotokollen. GM130 wurde im Lysat vom Tumorgewebe und auch
nach dem Verdau mit Kollagenase Typ lll im Homogenat detektiert. Nach dem Verdau mit
Kollegenase Typ | konnte kein GM130 im Homogenat nachgewiesen werden. In allen Proben
konnte nach Durchfihrung aller drei Protokolle kein GM130 nachgewiesen werden,
unabhangig davon, welcher Kollagenase-Typ vorher verwendet wurde (Abbildung 22, A). Die

Isolierung und das Etablierungsverfahren sind im Detail im Methodenteil beschrieben.

Beide Kollagenasetypen fuihrten zu den gleichen Expressionsleveln und Expressionsmustern
von Exosomenmarkern und Tumormarkern in allen angewendeten Isolationsprotokollen.
Einziger Unterschied ist im Zelllysat bei der Detektion von GM130 zu sehen, hier war nach
dem Verdau (=Homogenat) beim Kollagenasetyp | kein GM130 detektierbar. Das deutet auf
hoéhere enzymatische Aktivitat und einen aggressiveren Verdau hin. Folglich wurden fur die

weiterfihrenden Versuche der Kollagenasetyp 11l verwendet.

Von den drei getesteten Isolationsverfahren fuhrte nach den Ergebnissen der Versuche
(Abbildungen 19, 20 (TEM), Abbildung 21 (NTA) Abbildung 22 WB) nach zu urteilen die
Methode mit dem dreischichtigen Saccharosegradienten zu dem, fir weitere Untersuchungen,

glnstigsten Verhaltnis aus Konzentration und Reinheit der isolierten Vesikel.

74



Kollagenase Typ:

| |
2 2
© 8 & E
A = -] —“ N ™ — N o c o© Q@ v
P P w L ' [ TR ﬁ 5 © el
) O - 4+ - +~ - +— O o e S
Q0 Q0 { =g = c = [ o) C © © o ®
- o <) QL 9 9 2 0 0 @ m =
5 E E § 3 %8 T3 F o= o=® g o2
MW [kDA] =4 T = O 0o 0o 0 v o0 S 8 % ‘o
135 — e
| GM130
o -—
| ]| | ]| Im o1 ]|
Kollagenase Typ:
v o
wv 1% Y o
= =5
= +—
B E E d ded de 8 5 2 =
) ) = + + - = e o o © ©
00 Q0 c c o c = c © © G] 0]
) o 2 92 9 9 90 O v v 5 °
® T ©T T T T T o Q
g § 5 & 8 &8 &8 8 838 8 £ =
MWIKDA] Z I T © O O O UG O ®m =™ © o)
63 — . .
g! CD63
35 e
35 — |
24 — - cD9
22 —
25 — - CD81
Kollagenase Typ: | 1] | 1] | 1] | ]|
T 2 9
C e ¢ E ¢
- - @© © @ =
s = g 2 @ T D2 5 5 3 T
g ¢ 2 £ g e ¢ g £ £
. & & 9 & ¢ g g g § O 09
© = £ T T T T T T X o ¢
MWI[kDA] « 5 e & £ £ & g 8 = = £ =
=1 T T o O O © 0 O m ®m O o
63 —
CAS
48
40 —
EpCAM
—_—— ‘—~\
25 —

Abbildung 22: Vergleich Kollagenase Typ | und Kollagenase Typ Ill. Western-Blot-Analyse von
Proteinproben aus Gewebe eines Patienten mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom vor Verdau
(Lysat), nach Verdau (Homogenat), sowie nach Verdau und Ultrazentrifugation mit
dreischichtigem Saccharosegradient (F1-F3), einer einfachen Saccharoseschicht (30%
Saccharose) oder ohne Gradienten. A: Expression zellspezifischer Marker (GM130). B:
Expression exosomenspezifischer Marker (CD63, CD9, CD81). C: Expression tumorspezifischer
Marker (CD147, CA9, EpCAM). MW = Molekulargewicht; kDa = Kilodalton.
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4.2.3.2 Expression von Zell- und Exosomenmarkern in Tumor- und Normalgewebe

Die Daten zur Expression von Zellmarkern, Exosomenmarkern und der Haushaltsproteine
zeigten, dass die Exosomen mit hoher Reinheit isoliert wurden und die Proteinmengen im Blot
gleichmaRig verteilt waren. Zusatzlich zu den drei Tetraspaninen wurde Syntenin getestet, ein
vesikelassoziiertes Protein. Syntenin wurde in den exosomalen Fraktionen erhéht
vorgefunden. Syntenin war in allen exosomalen Fraktionen von Tumor- und

Normalgewebeproben nachweisbar (Abbildung 23).

In den Tumorproben war die Expression von CD63 und Syntenin in den Exosomen starker
ausgepragt als in den korrespondierenden Normalgewebeproben. CD9 wiederum wurde in
den Exosomenproben des Normalgewebes stéarker exprimiert als in den vergleichbaren
Tumorgewebeproben. Daraus lasst sich schlieRen, dass Tumorgewebe mehr CD63-positive
und Syntenin-positive Vesikel freisetzt, wahrend Normalgewebe mehr CD9-positive Vesikel
freisetzt. Nimmt man alle Exosomenmarker und alle Fraktionen (FO-F3) zusammen in Betracht
und geht von Kolokalisationen aller Markerproteine auf den Vesikeln aus, so deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass im Tumorgewebe insgesamt mehr Vesikel freigesetzt werden als

im Normalgewebe.

Tumorgewebe Normalgewebe

Zellen Exosomen Zellen Exosomen

MW
[kDA] L H FOF1F2F3 L H FO F1 F2 F3
135 — e -
i GM130
- = L™
63 —— .
; cD63 Gewebesuspension
- FO
£ 0.6 M Saccharose
35 — F2 1.3 M Saccharose
25} “‘* CD9 k3 2.5 M Saccharose
= P - : cD81
35
i !'- i Syntenin
25 —
42 — [ — . e O — e S — — — e B-actin
(a) (b)

Abbildung 23: Western-Blot-Analyse von exosomalen und zellularen Proteinen, isoliert aus
Tumor- und Normalgewebe. Zell- (GM130)) sowie Exosomen-Marker (CD63, CD9 und CD81)
wurden nachgewiesen. L = Lysat, H = Homogenat, FO—F3 = Fraktion FO-F3 (Fraktionen nach
Saccharosegradient). MW= Molekulargewicht; kDa=Kilodalton. Adaptiert von Himbert et al. [278]
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4.2.3.3 Expression von Tumormarkern in Tumor- und Normalgewebe

CD147 wurde in den Zelllysaten und Exosomen in 8/8 primaren Tumorgewebeproben stark
exprimiert. CD147 wurde ebenso in 4/4 Zelllysyaten und in 2/4 Exosomenlysaten von vier
primaren Normalgewebeproben nachgewiesen. Die Expression war in Tumorproben im
Vergleich zu Normalgeweben erhoht (Abbildung 24, Tabellen 26 und 27). Der Vergleich von
Tumor- und Normalgewebeproben zeigte, dass die Signalintensitat in zelluldren und
exosomalen Proben von Tumorgewebe hoher war als die Signalintensitat in den
korrespondierenden Normalgewebeproben. In der Fraktion F2 war die Signalintensitat,
bezogen auf die zellularen Proben, deutlich erhoht. Innerhalb der Normalgewebeproben war
das Signal fir CD147 in F1 und F2, bezogen auf die zellularen Proben, deutlich erhéht.
(Abbildung 24).

CA9 wurde in allen primaren Tumorgeweben (6/6) und deren Exosomen (7/7) nachgewiesen.
In Normalgewebe wurde CA9 in 2/4 Zellproben, und in 3/4 Exosomenproben nachgewiesen
(Abbildung 24, Tabellen 26 und 27). Die Intensitat war in Lysat und Homogenat in beiden
Gewebetypen schwach, wies aber in den Proben des Tumorgewebes eine leicht erhéhte

Intensitat auf.

CD70 zeigte je nach Patientenprobe unterschiedliche Expressionsmuster zwischen
Tumorgeweben (8/8) und ihren EVs (5/8). Die CD70-Expression war in Tumorproben im
Vergleich zu normalem Gewebe erhéht. Im Normalgewebe wurde CD70 in % Geweben und
¥4 EVs nachgewiesen (Abbildung 24, Tabellen 26 und 27).

In primaren Tumorgewebeproben wurde EpCAM in 5/7 zellularen und 5/8 EV-Fraktionen
exprimiert, mit erhéhten Konzentrationen von gespaltenen Fragmenten in allen vier
Fraktionen. In normalem Gewebe wurde es ausser in der Exosomenfraktion 2 (F2) nicht
nachgewiesen (Abbildung 24, Tabellen 26 und 27).

Von den vier getesteten Tumormarkern sind vor allem CA9 und CD70 im Tumorgewebe und
deren Vesikel starker exprimiert als im gesunden Gewebe und deren Vesikel. Bei CD147 sind
die Unterschiede zwischen Tumorgewebe und Tumorgewebeexosomen auf der einen Seite,
und Normalgewebe und Normalgewebeexosomen auf der anderen Seite, ebenfalls zu sehen,
allerdings sind diese nicht so ausgepragt wie bei CA9 und CD70. EpCAM ist in den
untersuchten Fallen im Tumorgewebe nicht Uberreprasentiert (Abbildung 24, Tabellen 26 und
27).
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Abbildung 24: Western-Blot-Analyse von tumorassoziierten Markern (CD147, CA9, CD70,
EpCAM) in Proben aus Nierentumoren und gesundem (normalen) Gewebe (NTB1175 und

NTB1302). L = Lysat, H = Homogenat, FO-F3 = Fraktionen 0-3(Fraktionen nach
Saccharosegradient). MW = Molekulargewicht, kDa=Kilodalton. Adaptiert von Himbert et al. [278]

Tabelle 26: Der Nachweis von tumorassoziierten Markern (CD147, CA9, CD70 und EpCAM)
durch Western Blot in Zellen und tumor-abgeleiteten Exosomen aus Patientenproben. Die Anzahl
der positiven Proben bezieht sich auf die Gesamtzahl der analysierten Proben. Es handelte sich
hier ausschlieRlich um Tumorgewebe. Adaptiert von Himbert et al. [278]

Herkunft CA9 CD147 CD70 EpCAM
Zellen 6/6 8/8 8/8 5/7
Exosomen 7/7 8/8 5/8 5/8

Tabelle 27: Quantifizierung und Vergleich von Expressionsmustern in normalen Gewebeproben.
. = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++“ = moderate Expression; ,+++“ = hohe
Expression; n.u. = nicht untersucht. Adaptiert von Himbert et al. [278]

Zellen Exosomen

Fallnummer CA9 CD147 CD70 EpCAM CA9 CD147 CD70 EpCAM

NTB1126 n.u. + + n.u. + - - -
NTB1302 ++ + - n.u. + 4+ - L
NTB1161 n.u. + + n.u. - - - -
NTB1175 + + + - + ++ + -
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4.3 Immunhistochemie Gewebe

Um den zellularen Ursprung der analysierten Markerproteine zu identifizieren, wurde eine

Immunhistochemie (IHC) an einer grof3eren Serie (n = 13) von Patienten mit einem klarzelligen

Nierentumor durchgefihrt, einschlielich der entsprechenden Gewebeschnitte, die durch

Western-Blotting analysiert wurden (Abbildung 25). Die Erhebung sowie quantitative und

gualitative Analyse der Daten wurde durch Herrn Dr. med. Philip Zeuschner durchgefihrt.

Tabelle 28: Quantifizierung und Vergleich von Expressionsmustern
Gewichtung: ,-“ = keine Expression; ,+“ = niedrige Expression; ,++“ = moderate Expression; ,+++"
= hohe Expression. Erhebung, sowie quantitative und qualitative Analyse der Daten durch Herrn
Dr. med. Philip Zeuschner. n.u. = nicht untersucht

in Gewebeproben.

EpCAM CD147 CA9 CD70

Fall Tumor Tubuli Tumor Tubuli Tumor Tubuli Tumor Tubuli
NTB | % Intensitit: % Intensitit | % Intensitit | % Intensitit | % Intensitit % Intensitit | % Intensitdt | % Intensitét
1194 | 0 0 40 ++ 10 + 10 ++ 100 +++ 80 ++ 40 + 0 0
1132 | 60 ++ 0 0 20 ++ 0 0 100 -+ 0 0 70 ++ 0 0
1160 | 70 ++ 100 ++ 30 ++ 30 + 100 -+ 40 0 70 ++ 0 0
1304 | O 0 50 + 70 ++ 0 0 100 -+ 20 + 90 ++ 0 0
1233 | 60 ++ 80 ++ 10 ++ 70 ++ 100 ++ 50 + 0 0 0 0
1125 | 70 ++ 100 +++ 20 ++ 0 0 100 +++ 0 0 80 + 0 0
1288 | 30 ++ 90 +++ 30 ++ 30 ++ 100 +++ 60 ++ 70 ++ 0 0
1161 | 40 ++ 70 ++ 20 ++ 20 + 90 4+ 20 + 20 + 0 0
1302 | 50 ++ 80 ++ 80 ++ 20 ++ 100 -+ 30 + 90 ++ 0 0
1272 | 30 ++ 30 ++ 60 ++ 0 0 100 -+ 40 ++ 70 ++ 0 0
1208 | 20 ++ 20 ++ 60 ++ 20 + 40 ++ 20 + 0 0 0 0
1197 | 10 + 40 ++ 20 ++ 0 0 80 ++ 10 + 70 ++ 0 0
1175 | 20 ++ 80 ++ 90 ++ 10 + 100 +H+ 40 + 80 +H+ 0 0
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Tumorgewebe Normalgewebe

CD70
N
- - -

Abbildung 25: Repréasentative Bilder der immunhistochemischen Farbung von Tumormarkern
(CA9, CD147, CD70 und EpCAM) auf formalinfixierten, paraffin-eingebetteten (FFPE) Schnitten
von Tumor- und normalen Primargewebeproben von Patienten mit klarzelligem
Nierenzellkarzinom (ccRCC=clear cell renal cell carcinoma). Gelber Pfeil zeigt eine infiltrierende
Immunzelle an. Mal3stabsbalken = 100 um. Farbung und Dokumentation der IHC-Daten durch
Herrn Dr. med. Philip Zeuschner. Adaptiert von Himbert et al. [278]

CA9

CD147

CA9 wurde in allen Fallen in Tumorzellen stark exprimiert und in normalem Gewebe mafig
exprimiert, was die Western-Blot-Ergebnisse bestétigt. Die Tumorzellen zeigten eine

gleichméRige intensive Farbung von CA9. In normalen Zellen wurde die Expression in 11 von
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13 Fallen durch IHC Uberwiegend mit geringer oder maRiger Expression nachgewiesen
(Tabellen 28 und 29).

CD147 wurde im Normalgewebe in Nierentubuli und in Tumorzellen exprimiert. Es wurde eine
hoéhere Signalintensitdt in  Tumorzellen nachgewiesen. Sowohl Tumor- als auch
Normalgewebe zeigten eine homogene Farbung. In den Tumorzellen wurde CD147 in allen
Fallen durch IHC (moderate Farbung) nachgewiesen, wie es auch im Western Blot gezeigt
wurde. In Normalgewebe wurde eine Expression in 8 von 13 Fallen durch IHC nachgewiesen,
Uberwiegend mit schwacher Expression, was die Western-Blot-Ergebnisse bestatigte
(Tabellen 28 und 29).

CD70 wurde in allen Fallen in Tumorzellen stark exprimiert, jedoch nicht in normalem Gewebe
(Tabellen 28 und 29). Infiltrierende Immunzellen in normalen Geweben zeigten ein starkes
CD70-Signal (Abbildung 25, gelber Pfeil).

EpCAM wurde in normalen Tubulus- und Tumorzellen auf einem &hnlichen, heterogenen
Expressionsniveau exprimiert. Einige Proben hatten ein sehr schwaches oder kein Signal
innerhalb von Tumoren, im Gegensatz zu angrenzendem Normalgewebe mit einer in einigen
Fallen sehr ausgepragten Expression (Tabelle 27). In den Tumorzellen wurde in 11 von 13
Fallen eine maRige oder starke Expression von EpCAM durch IHC nachgewiesen. Es wurden
12 von 13 Normalgewebeproben mit unterschiedlichen Intensitdten EpCAM-positiv gefarbt
(Tabellen 28 und 29).
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Tabelle 29: Histopathologische Eigenschaften und  Western-Blot-Ergebnisse  von
Tumorgewebeproben. Semiquantitative Auswertung: ,-“ = keine Expression; ,+“ = geringe
Expression; ,++“ = gemaligte Expression; ,+++“ = hohe Expression; n.b. = nicht bestimmt. TNM
= Tumorknotenmetastasen-Klassifikation maligner Tumoren. Erhebung, sowie quantitative und
gualitative Analyse der Daten durch Herrn Dr. med. Philip Zeuschner. Adaptiert von Himbert et
al. [278]

Zellen Exosomen
Fallnummer TNM Grad
CA9 CD147 CD70 EpCAM CA9 CD147 CD70 EpCAM
NTB1126  n.b. + + n.b. +H+ + - - pT3acNOcMO unbekannt
NTB1302  +++ ++ + n.b. o - nb.  pT3acNOcMO G3
NTB1161  n.b. + + n.b. n.b. + - nb.  pT1bcNOcMO G2
NTB1208 + + + + ++ + ++ + pT4cNOcM1 G3
NTB1175 ++ + + - +H++ ++ ++ - pT3acNOcMO G3
NTB1288 ++ + + - ++ + +H+ - pT3acNOMO G3
NTB1304 nb. n.b. n.b. ++ nb.  nb. n.b. ++ pT3bpNOMO G2
NTB1132  n.b.  n.b. n.b. + nb.  nb. n.b. +++  pT1bcNOcMO G2
NTB1197 ++ + + + A +++ ++ pT1bcNOcMO G2
NTB1272  +++ + + ++ +H+ ++ ++ + pT1bcNOcMO G2

4.4 Plasma-Exosomen

Die nachfolgend gezeigten Daten zu Exosomen in Plasma wurden in Kooperation mit Frau
Jadzia Sonnleithner, und im Rahmen der Arbeiten fir das Promotionsprojekt von Frau Jadzia
Sonnleithner Uber PD-L1 auf Plasmaexosomen, erhoben. Es werden ausschliel3lich solche
Daten gezeigt, die dazu geeignet sind, die in dieser Dissertation tber die Etablierung eines
Verfahrens zur Anreicherung von Extrazellularen Vesikel bisher gewonnenen Daten und
Erkenntnisse Uber tumorspezifische Marker (CD147, CD70, CA9) auf Exosomen in

urologischen Tumoren in einen gréReren Zusammenhang zu setzen und einordnen zu kénnen.

4.4.1 NTA bei Plasma-Exosomen

Im Blutplasma von drei ausgewdahlten Patienten mit Nierenzellkarzinom wurde die NTA
entweder nach der Behandlung des Plasmas mit einem Exosomen-Prazipitationskit oder
Ultrazentrifugation durchgefiihrt. Es zeigten sich sowohl beim Vergleich zwischen Kit und
Ultrazentrifugation als auch beim Vergleich der drei Patientenproben Unterschiede in der

GroRRenverteilung der isolierten Partikel (Abbildung 26).
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Tabelle 30: Berechnung der Partikelkonzentrationen gemittelt Uber drei Einzelmessungen mit je
30 Sekunden Messdauer. Gemessen wurden Exosomensuspensionen aus Blutplasma von drei
Fallen mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom. Vergleich von Exosomen aus Ultrazentrifug ation
mit Exosomen nach Behandlung mit einem Isolationskit fir Blutplasmaexosomen.

Fall 1 Fall 2 Fall 3
Maxima Kit Uz Kit Uz Kit Uz
1 60 nm 52 nm 31 nm 47 nm 28 nm 169 nm
2 117 nm 96 nm 48 nm 87 nm 47 nm 426 nm
3 169 nm 151 nm 80 nm 165 nm 76 nm 483 nm
4 271 nm 165 nm 103 nm 196 nm 109 nm 577 nm
5 - 252 nm 206 nm 235 nm 170 nm 778 nm
6 - - 233 nm 328 nm 190 nm -
7 - - 264 nm 593 nm 392 nm -
8 - - 345 nm - - -
9 - - 476 nm - - -
10 - - 837 nm - - -

Tabelle 31: Berechnung der Partikelkonzentrationen gemittelt Uber drei Einzelmessungen mit je 30
Sekunden Messdauer. Gemessen wurden Exosomensuspensionen aus Blutplasma von drei Fallen mit
diagnostiziertem Nierenzellkarzinom. Vergleich von Exosomen aus Ultrazentrifugation mit Exosomen
nach Behandlung mit einem Isolationskit fir Blutplasmaexosomen. Angabe der Partikelkonzentrationen
in Partikel/ml. Die Werte wurden aus Abbildung 26 entnommen und entsprechend ihrer Verdiinnung auf
die Konzentration in einem Milliliter umgerechnet

Fall 1 Fall 2 Fall 3
Max Kit |y 4 Kit uz Kit Uz

1 2,8x1010 1,6x1010 0,2x1010 2,6x10° 1,4x1010 2,05x1010
2 0,5x101w0 0,4x10%0 0,15x10%0 0,5x10° 3,1x10%w0 0,2x10%w0
3 0,3x1010 0,3x1010 0,24x1010 2,0x10° 2,7x1010 0,1x1010
4 0,1x1010 0,1x1010 0,62x1010 1,1x10° 1,2x1010 <0,01x1010
5 - <0,01x10% | <0,01x10%° | 0,8x10° 0,6x101° | <0,01x1010
6 - - <0,01x10% | 0,5x10° | 0,15x101° -

7 - - <0,01x10% | 0,1x10° | <0,01x10%0 -

8 - - <0,01x1010 - - -

9 - - <0,01x1010 - - -

10 - - <0,01x1010 - - -

Somit betrug der Verlust an Partikeln durch die Ultrazentrifugation 35,1 - 74,3 % verglichen mit
der Kit-Isolation. Die Grofen und Konzentrationen der isolierten Partikel unterschieden sich

sowohl zwischen den Isolationsmethoden als auch zwischen den Fallen.

Im direkten Vergleich der beiden Methoden war die Kit-Methode effizienter darin mdglichst
viele Partikel aus der Losung zu isolieren. Bezlglich der Qualitat, also bezogen auf die
effektive Isolierung von Partikeln, die im GréRenbereich von Exosomen liegen [88], wurden
durch die UZ-Methode tendenziell groRere Partikel isoliert. (Abbildung 26, Tabellen 30 und
31).
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Abbildung 26: Untersuchung des Verdinnungseffektes auf die Ergebnisse des Nanotracking-
Analyseverfahrens (NTA). Bestimmung von Grof3e und GroRRenverteilung von Exosomen aus
Plasma von Patienten mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom (drei Falle: Fall 1 = 1197, Fall 2 =
1302, Fall 3 = 1208). Fall 1 und 2 in 1:100-Verdunnung, Fall 3 in 1:500-Verdunnung. Vergleich
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zweier Isolationsmethoden (Prazipitationskit, Ultrazentrifugation).

Quantitativ scheint die Kit-Methode der UZ-Methode im Vorteil zu sein (Abbildung 26, Tabellen
30 und 31). Qualitativ zeigten die NTA-Daten bessere Ergebnisse durch die Kit-Methode,
wahrend die TEM-Aufnahmen auf eine héhere Qualitat durch die UZ-Methode hindeuteten
(Abbildung 27). Aufgrund der geringen Probenanzahl weisen diese Ergebnisse auf eine

Tendenz hin. Fir eine valide Aussage Uber Effizienz und Effektivitat dieser Methoden bedarf

es einer belastbaren Datengrundlage und damit mehr zu untersuchende Proben.
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4.4.2 TEM von Plasma-Exosomen

Die Bildgebung mittels Transelektronenmikroskopie (TEM) zeigte, dass nach Behandlung des
Blutplasmas mit dem Exosomen-Prazipitationskit eine hohe Konzentration an Partikeln mit
einer Grol3e von unter 100 nm isoliert wurden. Dabei wurden hauptséachlich kleinste Partikel
mit einem Durchmesser von unter 30 nm und solche mit einem Durchmesser zwischen 30 —
100 nm nachgewiesen. Nach der Ultrazentrifugation wurde auf den TEM-Aufnahmen eine
hohe Konzentration von Partikeln mit einer Gré3e von 30 — 100 nm nachgewiesen. Diese
Partikel wiesen eine spharische Struktur und eine Doppelmembran auf. Vereinzelt waren
unspezifische Ablagerungen auf dem kohlbechichteten Kupfergitter erkennbar (Abbildung 27).

Kit Ultrazentrifugation

Length: 50 nm

o=

Abbildung 27: Transelektronenmikroskopie (TEM). Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Exosomenproben aus Blutplasma nach Behandlung mit einem
Prazipitationskit fur Exosomen aus Plasma, und nach Ultrazentrifugation. Obere
Reihe: Ubersichtsaufnahme. Untere Reihe: Detailaufnahme
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4.5 Chip-Technik

Die Quantifizierung der Detektionssignale zeigte, dass die Anzahl der detektierten Exosomen
abhangig von der Verdinnung der Probe, der Probenherkunft (Plasma oder
Zellkulturiberstand  nach  Ultrazentrifugationsprotokoll) oder den  verwendeten
Fluoreszenzantikdrpern (Tetraspaninmarker oder Tumormarker) war (siehe Anhang,
Abbildung 51). Neben der Ultrazentrifugation und der Kit-Isolation ist die Chip-Technik die
dritte Methode fir die Isolierung von EVs und eignet sich zuséatzlich fur die biochemische
Charakterisierung. Die verschiedenen Methoden zur Isolierung und anschlieRender
Untersuchung der isolierten Vesikel fihrten zu ahnlichen Ergebnissen im Bezug auf deren
Grol3e. Die Betrachtung des kompletten Spektrums und der Grél3enverteilung aber offenbarte
Unterschiede, die sich auf die Methode der Bildgebung (NTA oder TEM) oder der Isolierung
(UZ oder Nano-Chip) zuruckfuhren lassen (siehe Anhang, Abbildung 49).

4.5.1 Etablierung an Zelllinien von Nierenzellkarzinom und Prostatafibroblasten

Durch den Einsatz von Chips, die gezielt mit Antikbrpern gegen exosomen-typische (CD63,
CD81, CD9) oder andere Proteine (PSMA, CD147) beschichtet wurden, konnten kleinste
Partikel aus biologischen Proben isoliert werden. Nachfolgend wurden diese abgefangenen
Partikel hinsichtlich ihrer Gro3e, GroRenverteilung und ihrer Oberflachenproteine untersucht.
Alle biologischen Proben stammten aus Zellkulturiberstanden, die das Protokoll der
Ultrazentrifugation zur Isolierung von extrazellularen Vesikeln durchlaufen hatten (Details
siehe Kapitel 3.3.1). Fur die Etablierung dieser Methode wurden zundchst Exosomenproben
der Zelllinien 786-O, Caki2, PNF und PTF vorisoliert und dann jeweils auf einen Chip
aufgetragen (Details siehe Kapitel 3.5.2). Auf jedem einzelnen Chip befanden sich
voneinander abgegrenzte Antikdrperpunkte, auf denen Antikérper gegen die exosomalen
Proteine CD63, CD81, CD9, gegen PSMA oder gegen IgG aufgedruckt waren.

Die Rohdaten wurden in Zusammenarbeit mit Frau Jacqueline Kessler von der Universitat des
Saarlandes sowie Andrew Malloy und George Daaboul von der Firma Nanoview Biosciences

erhoben.

Die Signale fir EpCAM auf den Prostatafibroblasten wiesen auf eine Ubersattigung der
Exosomensubpupolationen mit Exosomenmarkern oder auf die Uberséattigung der

Tetraspaninbindungsstellen mit Exosomen hin (Anhang, Abbildung 51).

Dabei hatten an den exosomalen Antikérpern Partikel von allen vier verwendeten Zelllinien
gebunden, wahrend an dem Antikdrper gegen das prostata-spezifische Protein PSMA
ausschlie3lich Partikel der Prostatafibroblastenzelllinien PNF und PTF gebunden hatten. Die

Isotopenkontrolle zeigte, dass nur wenige extrazellulare Vesikel durch unspezifische
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Bindungen auf dem Chip gebunden hatten. Bei Caki2, PNF und PTF waren CD81 und CD9 in
etwa gleich haufig vertreten. Bei 786-0, Caki2 und PTF waren CD63-positive Exosomen am
haufigsten vertreten. Bei 786-O war die Verteilung der tetraspanin-positiven Subpopulationen

sehr heterogen, bei PNF sehr homogen (Abbildung 28).

Im néachsten Schritt wurden Zellkulturiberstdnde vor Ultrazentrifugation, nach
Ultrazentrifugation (=Exosomenprobe) und Blutplasma von Patienten mit Nierenzellkarzinom
an dem System getestet und die Ergebnisse dokumentiert. Die Farbung mit fluoreszierenden
Tetraspanin-Antikbrpern ermdglicht die Quantifizierung aller Tetraspanin-positiven Partikel,
unabh&ngig von ihrer Gro3e. Jedes Partikel, das eines der drei exosomalen Marker (CD63,
CD81 oder CD9) exprimiert, wurde gezahlt. Die Konzentration an Tetraspanin-positiven
Vesikeln in den gereinigten Vesikelproben im Vergleich zu den Uberstanden war 1000-mal
hoher. Der Tetraspanin-Phanotyp der beiden Proben blieb nach der Reinigung konsistent, was
darauf hindeutet, dass die Zentrifugation nicht zum Verlust einer spezifischen Tetraspanin-EV-
Subpopulation fuhrt (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Bestimmung der Gesamtpartikelzahl von Exosomenisolaten der
Nierenzellkarzinomzelllinien 786-O und Caki2, sowie der Prostatafibroblastenzelllinien PNF und
PTF. Exosomenpopulationen wurden mittels Antikbrper gegen CD81, CD63, CD9, PSMA, die auf
dem Chip aufgebracht waren, aus der Exosomensuspension isoliert. Exosomensuspensionen
wurden aus Zellkulturiiberstanden durch Ultrazentrifugation gewonnen. A: Gesamtbild/ Ubersicht.
B, C: Einzelubersichten der Partikelzahlungen der einzelnen Zelllinienexosomen.
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4.5.2 Vergleich zwischen Zellkulturiberstanden, isolierten Exosomenproben und
unbehandelten Plasmaproben

Zur weiteren Etablierung der Methode wurden Proben von Zellkulturiiberstanden (786-0,
Caki2), Exosomenproben aus Zellkultur nach Ultrazentrifugation (786-O, Caki2), sowie
unbehandelte Plasmaproben von zwei Patienten mit Nierenzellkarzinom (NTB1197,
NTB1208) getestet. Es wurden die vom Chiphersteller etablierten Fluoreszenzantikdrper
gegen die drei Exosomenmarker CD63, CD81 und CD9, sowie der eigens bestellte
Fluoreszenzantikérper gegen den Tumormarker CD147 getestet. Dabei wurden auch die

Verdinnungen fir die einzelnen Probentypen getestet (Tabelle 6, Seite 46).

Die Proben wurden an die européische Niederlassung der Firma NanoView Bioscience in
England geschickt und nach Absprache analysiert. Die Daten wurden von der Firma

bereitgestellt. Verantwortliche dort war Frau Alex Shephard.

4.5.2.1 Vergleich der Expression von Tetraspaninen auf Exosomen aus Plasma und
Zellkultur

Die gemessenen PartikelgroRen aus den Zellkulturtiberstdanden lagen zwischen 56 — 62 nm,
die der entsprechenden Exosomensuspensionen aus UZ lagen zwischen 58 — 65 nm und
waren damit etwas gréf3er. Die PartikelgroRen der fixierten Exosomen aus Plasmaproben
waren mit 61 — 80 nm noch etwas gréf3er (Abbildung 29, A1 und A2, B1 und B2, C1 und C2).
Die Partikel lagen demnach, unter Berlcksichtigung der geringen StichprobengrofRe (n=2),

nah beieinander.

Die Quantifizierung der Haufigkeiten von tetraspanin-positiven Partikeln zeigte die Anzahl der
positiven Signale fir jedes exprimierte Protein. Die Exosomen aus Plasmaproben hoben sich
durch eine hohe Zahl von CD9-positiven Partikeln von den Zellkulturproben ab und lagen mit
ihrer Gesamtpartikelzahl zwischen den Zellkulturiiberstéanden und den
Exosomensuspensionen nach UZ. Die Verteilung der Subpopulationen in Proben der Zelllinien
786-0O und Caki2 war nahezu identisch, unterschied sich aber in absoluten Partikelzahlen um

mehrere GréRenordnungen (Abbildung 29, D und E).
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Abbildung 29: Charakterisierung von Exosomen nach Fixierung auf, mit Antikérpern gegen
Exosomenmarker (CD81, CD9, CD81) dotierten, Nano-Chips. Verwendet wurden
Zellkulturiberstande und durch Ultrazentrifugation gewonnene Exosomen von zwei
Nierenzellkarzinomzelllinien (786-0O, Caki2). Weiter wurden Plasmaproben von zwei Patienten
(NTB1197 / 1208) mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom verwendet. A-C: Bestimmt wurden
GroRBe und GroRenverteilung der Exosomen aus Zellkulturiberstanden (A1, A2),
Exosomensuspensionen (B1, B2), und Plasmaproben, mittels differenzieller Lichtstreuung.
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Zu Abbildung 29: Berechnet wurde zudem die mittlere GréRRe der Vesikel auf den einzelnen
Antikorperstellen (=MW). D, E: Charakterisierung von Exosomen auf CD9-Dotierungsstelle.
Nachweis der Expression von Tetraspaninen (CD81, CD9, CD81) in Zellkulturiberstanden und
Exosomensuspensionen von 786-O und Caki2 (D), sowie in zwei Plasmaproben (E), mittels
fluoreszierender Antikdrper. MW=Mittelwert

4.5.2.2 Vergleich der Expression und Kolokalisation von CD147 auf Exosomen
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Abbildung 30: Expression von CD147 auf CD81-positiven, CD63-positiven und CD9-positiven
Exosomen. MIgG=Negativkontrolle. A: Detektion von CD147 auf Exosomenpopulationen aus
Zellkulturiiberstanden von Nierenzellkarzinomzelllinien (786-0O, Caki2) ohne Ultrazentrifugation
(=Zellkulturtiberstand) und nach Ultrazentrifugation (=Exosomen). B: Detektion von CD147 auf
Exosomen aus Plasmaproben von zwei Patienten (NTB1197 / 1208) mit diagnostiziertem
Nierenzellkarzinom.

Die Quantifizierung des prozentualen Anteils der Ko-Expression von CD147 (Abbildung 31, Al
-A3; B1 — B3) verdeutlichte, dass der Isolationsprozess einen Effekt auf die Haufigkeit von
CD147-positiven Exosomen hattte und dass der prozentuale Anteil von CD147 auf den
tetraspanin-positiven Subpopulationen in den Proben aus Zellkulturtiberstanden héher war als
in den Proben aus den Exosomen-Isolaten. Die Ko-Expression von CD147 und Tetraspaninen

war in Plasmaproben stark patientenabhangig.

Die Quantifizierung der Haufigkeiten von CD147-positiven Partikeln zeigte die Anzahl der
positiven Signale fur jedes exprimierte Protein (Abbildung 30, A und B). Die Verteilung der
Exosomensubpopulationen die CD147 exprimierten war zwischen den korrespondierenden
Zellkulturiberstadnden und Exosomensusoensionen nach UZ sehr ahnlich. Sie unterschied
sich, analog zu den Ergebnissen aus Kapitel 4.5.2.1, in absoluten Partikelzahlen, die um
mehrere GrélRenordnungen auseinander lagen (Abbildung 30, A). In den Plasmaproben war
eine sehr starke Kolokalisation von CD147 mit CD9 zu erkennen (Abbildung 30, A; 31, B2).
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Abbildung 31: Ko-Expression von CD147. A: Ko-Expression von CD147 auf CD81-positiven
(A1), CD9-positiven (A2) und CD63-positiven (A3) Exosomen aus Zellkulturiiberstanden, sowie
Exosomensuspension gewonnen durch Ultrazentrifugation von Zellkulturiberstanden, der
Nierenzellkarzinomzelllinien 786-O und Caki2. B: Ko-Expression von CD147 auf CD81-positiven
(B1), CD9-positiven (B2) und CD63-positiven (B3) Exosomen aus Plasmaproben zweier
Patienten mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom (Plasma 1197/1208).

4.5.3 Expression und Kolokalisation von Tetraspaninen und Tumormarkern auf Exosomen
aus Blutplasma und Zellkultur mit Bezug zum klarzelligen Nierenzellkarzinom

Zur weiteren Etablierung der Methode wurde der Versuch mit Exosomenproben aus Zellkultur
nach Ultrazentrifugation (Caki2) sowie unbehandelten Plasmaproben von finf Patienten mit
diagnostiziertem Nierenzellkarzinom (Plasma 1-5) wiederholt. Es wurden die vom
Chiphersteller etablierten Fluoreszenzantikdrper gegen die drei Exosomenmarker CD63,
CD81 und CD9, sowie der eigens bestellt Fluoreszenzantikérper gegen die Tumormarker
CD147, CA9 und PD-L1 getestet. Dabei wurden auch die Verdinnungen fir die einzelnen
Probentypen getestet (Tabelle 7, Seite 47).

Anders als in Kapitel 4.5.2 wurde der Versuch und die Auswertung von Anfang bis Ende in
Eigenregie durchgefiihrt. Dazu wurde ein Kit mit einem Chipsatz von 16 Nano-Chips samt den

erforderlichen Chemikalien und Antikdérpern beim Hersteller (siehe Kapitel 3.9) bestellt und der
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Versuch an dem fur diese Technik essenziellen Gerat (siehe Kapitel 3.7) bei den Kolleginnen

und Kollegen des Forschungslabors iLung der Universitat Marburg durchgefihrt.

Die gewonnen Daten wurden mit der Analysesoftware des Herstellers qualitativ und quantitativ
ausgewertet. IM (Interferenzmikroskopie) bezog sich dabei auf Partikel, die mittels dieser

Technik detektiert wurden, aber keine der Exosomenmarker aufwiesen.

4.5.3.1 Vergleich der Expression und Kolokalisation von Tetraspaninen auf Exosomen aus
Blutplasma

Der Einsatz von Plasma in einem Verdunnungsverhdltnis von 1:25 zeigte auf den CD63-
dotierten, CD81-dotierten und CD9-dotierten Chip-Bereichen sehr viele, sehr intensive
Signale, die den kompletten Beobachtungsbereich fast liickenlos ausflllten. Auf dem MIgG-
dotierten Bereich wurden vereinzelte, zum Teil sehr intensive Signale, vor allem fiir CD9-
positive Partikel, beobachtet (Abbildung 32, Fluoreszenzaufnahmen, linke Spalte). Details sind
der Abbildung 32, Tortendiagramme fiir Chip 40, zu entnehmen.

Der Einsatz von Plasma in einem Verdinnungsverhaltnis von 1:125 auf den CD63-dotierten,
CD81-dotierten und CD9-dotierten Chip-Bereichen fuihrte zu vielen, intensiven Signale, die
den kompletten Beobachtungsbereich ausfullen. Im Vergleich zur 1:25-Verdinnung war die
Signaldichte und damit die Intensitét der Fluoreszenzsignal weit weniger hoch. Auf dem MIgG-
dotierten Bereich wurden vereinzelte, wenig intensive Signale, vor allem fir CD9-positive
Partikel, beobachtet (Abbildung 32, Fluoreszenzaufnahmen, rechte Spalte). Die Sattigung der
Tetraspaninbindungsstellen lag im Falle der 1:125 verdiinnten Probe bei 3-4x10° Vesikel,
wahrend im Falle der 1:25 verdinnten Probe 3,1-5,2x10° Vesikel auf der gleichen Flache
gebunden hatten. Ebenso banden nach 1:25-Verdinnung doppelt so viele Partikel auf der
MIgG-Bindungsstelle (Tabelle 32).

Tabelle 32: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:125- und 1:25-
Verdinnung (Abbildung 33, Chip 49, 40).

Verdiinnung | CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
1:125 3x105 Partikel 3x105 Partikel 4x105 Partikel 0,15x105 Partikel
1:25 3,1x10° Partikel 4 ,8x10° Partikel 5,2x10° Partikel 0,3x10° Partikel
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Abbildung 32: Aufnahmen und Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen von extrazellularen
Vesikeln (EV) aus einer Plasmaprobe in 1:25-Verdinnung (Chip 40) und 1:125-Verdinnung (Chip 49)
auf antikérper-dotierten Stellen je eines Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips mit Antikdrpern gegen
CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit fluorophorgekoppelten Antikérpern gegen drei
Exosomenmarker (CD63, CD81, CD9) inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenlangen 488 (CD9), 555
(CD81), 647 (CD63) nm und Detektion der Emission im blauen, grinen und roten Kanal. A:
Mikroskopaufnahme. B: Quantifizierung. Der relative Anteil der EV-Populationen ist als Tortendiagramm
dargestellt. MIgG-Antikdrper = Negativkontrolle
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Tabelle 33: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:125-Verdinnung

(Abbildung 33, Chip 49).

Marker CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung
CD63 1,4x105 0,4x10° 1,8x10°
CD81 0,6x10° 2x10° 2,3x10°

CD9 1,8x10° 1,7x10° 1,8x10°
nicht 0,5x10° 0,15x10° 0,15x10°
fluoreszierend

Tabelle 34: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:25-Verdinnung

(Abbildung 33, Chip 40).

Marker CDeé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung
CD63 1,7x10° 0,8x105 1,3x105
CD81 0,7x105 4x10° 1,4x105
CD9 1,5x10° 1,7x10° 4,2x10°
nicht 0,3x105 0,1x105 0,8x10°

fluoreszierend

Vergleicht man die Anzahl tetraspanin-positiver gebundener Vesikel nach 1:25 und 1:125 -
Verdinnung so waren auf der CD63-dotierten Stelle 21 % mehr CD63-positive Vesikel, auf
der CD81-dotierten Stelle 100 % mehr CD81-positive Vesikel und auf der CD9-dotierten Stelle
134 % mehr CD9-positive Vesikel (Tabelle 33 und 34, fett markierte Daten). Auf der CD63-
dotierten Stelle gab es ansonsten keine groRen Unterschiede in der Ko-Expression der
anderen Exosomenmarker. Auf der CD81-dotierten Stelle hatte die Verdinnung keine
Auswirkung auf die Anzahl CD9-positiver Vesikel. Auf der CD9-dotierten Stelle war der
gegenteilige Effekt zu verzeichnen. Hier nahm die Anzahl CD63-positiver und CD81-positiver
Vesikel bei niedriger Verdiinnung um 28-39 % ab (Tabelle 33 und 34).
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Abbildung 33: Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV)
aus einer Plasmaprobe in 1:25-Verdinnung (Chip 40) und 1:125-Verdunnung (Chip 49) auf
antikorper-dotierten Stellen je eines Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips mit Antikdrpern
gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit fluorophorgekoppelten Antikdrpern gegen drei
Exosomenmarker (CD63, CD81, CD9) inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenlangen 488 (CD9),
555 (CD81), 647 (CD63) nm und Detektion der Emission im blauen, griinen und roten Kanal.
Bestimmung der Vesikel ohne gebundenen Fluoreszenz-Antikérper (IM, hellgrauer Balken) durch
Subtraktion der fluoreszierenden Vesikel von der, durch differenzielle Lichtstreuung bestimmten,
Gesamtpartikelzahl (Total, dunkelgrauer Balken). MIgG-Antikdrper = Negativkontrolle
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Nachdem die 1:25-Verdunnung von Plasma in Kombination mit Fluoreszenzmarkern gegen
Tetraspanine zu einer Uberséttigung auf den Nano-Chips fiihrte, wurde fiir diese Kombination
eine Verdiinnung von 1:125 festgelegt, Im nachsten Versuch erfolgte in diesem Sinne eine
Messung mit einer Plasmaprobe eines anderen Patienten mit diagnostiziertem
Nierenzellkarzinom, um etwaige patientenspezifische Unterschiede in der Exosomensynthese
zu untersuchen (Abbildung 34).

Der Einsatz von Plasma in einem Verdiinnungsverhaltnis von 1:125 auf den CD63-dotierten,
CD81-dotierten und CD9-dotierten Chip-Bereichen zeigte viele, intensive Signale, die den
kompletten Beobachtungsbereich ausflillten. Auf dem MIgG-dotierten Bereich wurden
vereinzelte, wenig intensive Signale, vor allem fir CD9-positive und CD81-positive Partikel,
beobachtet (Abbildung 34, A).

Die Sattigung der Tetraspaninbindungsstellen lag im Falle dieser 1:125 verdunnten Probe bei
2,7-3,4x10° Partikeln (Tabelle 35). Auf allen Dotierungsstellen waren CD81-positive Vesikel
am haufigsten vertreten. Ihr Anteil machte 46 % der gebundenen Vesikel auf der CD63-
dotierten Stelle, 82 % auf der CD81-dotierten Stelle und 64 % auf der CD9-dotierten Stelle aus
(Tabelle 36). Im vorangegangenen Versuch waren CD9-positive Vesikel ebenfalls sehr
dominant, bildeten aber nicht die Mehrheit (Tabelle 33).

Die Daten waren verglichen mit den Daten der ersten Messreihe (Abbildung 33; Chip 49) nur
teilweise kongruent. Die absoluten Zahlen der gebundenen Partikel pro Dotierungsstelle lag in
beiden Versuchen zwischen 2,5 — 4,5x10° Partikeln. Das Expressionsmuster der Tetraspanine
zeigte markante Unterschiede. Gemeinsam war, dass auf den Dotierungsstellen dasjenige
Tetraspanin besonders stark exprimiert wurde, mit dem auch abgefangen wurde. Am
auffalligsten unterschieden sich diese Proben auf der CD9-Dotierungsstellen. Wéahrend im
ersten Fall (Chip 49) die Expression der drei Tetraspanine fast gleich verteilt waren, so war im
zweiten Fall CD63 deutlich unterreprasentiert und CD81 etwas starker noch als CD9 exprimiert
(Abbildung 32, B und Abbildung 34, B). Fir eine prazisere Darstellung der Expression von
Tetraspaninen auf Exosomen aus Blutplasma bedarf es weiterer Untersuchungen mit einer

grolReren Probenzahl.
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Abbildung 34: Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV)
aus einer Plasmaprobe (Chip 66) auf antikbrper-dotierten Stellen eines Nano-Chips. Dotierung
des Nano-Chips mit Antikdrpern gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit Fluorophor-
gekoppelten Antikérpern gegen drei Exosomenmarker (CD63, CD81, CD9) inkubiert. Anregung
mit Licht der Wellenlangen 488 (CD9), 555 (CD81), 647 (CD63) nm und Detektion der Emission
im blauen, grinen und roten Kanal. A: Mikroskopaufnahme. B: Quantifizierung.
Total=Gesamtpartikelzahl. =~ Bestimmung der Gesamtpartikelzahl als Summe aller
fluoreszierenden Vesikel (dunkelgrauer Balken). Der relative Anteil der EV-Populationen ist als
Tortendiagramm dargestellt. MlgG-Antikorper = Negativkontrolle
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Tabelle 35: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:125-Verdinnung

(Abbildung 34, B).

Verdiinnung

CD63-Dotierung

CD81-Dotierung

CD9-Dotierung

MIgG-Dotierung

1:125

2,7x10° Partikel

3,4x10° Partikel

3,3x10° Partikel

0,25x10°

Tabelle 36: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:125-Verdinnung

(Abbildung 34, B).

Marker CDé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
CD63 1,1x10° 0,3x105 0,4x10° -
CD81 1,25x10° 2,8x10° 2,1x10° 0,1x105
CD9 0,6x103 0,9x105 1,68x105 0,15x10°

4.5.3.2 Vergleich der Expression und Kolokalisation von Tumormarkern auf Exosomen aus
Blutplasma und Zellkultur mit Bezug zum klarzelligen Nierenzellkarzinom

Zur Untersuchung der Expression bestimmter tumorassoziierter Proteine wurde eine
Plasmaprobe in 1:1-Verdinnung und eine Exosomenprobe aus Zellkultur von Caki2 in 1:5
Verdinnung auf je einen Chip (Chip064, Chip068) aufgetragen und die Expression von
ausgewahlten Proteinen (CA9, CD147, PD-L1) mittels fluoreszierender Antikorper auf den
fixierten Partikeln detektiert. Die Expression von PD-L1 auf Exosomen wurde im Rahmen einer
anderen Projektreihe innerhalb des Forschungslabors detektiert und ist nicht Bestandteil
dieser Forschungsarbeit. Da es sich aber um einen Antikérpercocktail von drei
Fluoreszenzantikbrper handelte, der alle drei mit dem genutzten Gerdt messbaren
Wellenldngenbereiche (rot, griin, blau) abdeckte, wurde die Expression von PD-L1 mit

aufgezeichnet. Auf PD-L1 wird folglich kein detaillierter Bezug genommen.

Der Einsatz von Caki2-Exosomen in einem Verdinnungsverhaltnis von 1:5 auf den CD63-
dotierten, CD81-dotierten und CD9-dotierten Chip-Bereichen zeigte viele, moderate Signale,
die den kompletten Beobachtungsbereich ausfillen. Auf dem CD81-Spot war die geringste
Signaldichte, auf dem CD63-Spot eine moderate Dichte, und auf dem CD9-Spot die héchste
Signaldichte zu sehen. Auf dem MIgG-dotierten Bereich wurden vereinzelte, meist wenig
intensive Signale, fur CA9-positive, CD147-positive und PD-L1-positive Partikel, detektiert
(Abbildung 35, A, linke Spalte). Der Einsatz von Plasma in einem Verdinnungsverhaltnis von
1.1 auf den CD63-/CD81-/CD9-dotierten Chip-Bereichen zeigte viele, intensive Signale, die
den kompletten Beobachtungsbereich ausfillten. Auf allen Tetraspanin-Spots war die
Signaldichte in etwa gleich hoch. Auf dem MIgG-dotierten Bereich wurden einige, wenig
intensive Signale, vor allem fir PD-L1-positive und CA9-positive Partikel, detektiert (Abbildung
35, A, rechte Spalte).

99



CD63 CHIP068.004

10 um

CD81 CHIP068.001

10 um

CD9 CHIP068.007

MIgG CHIP068.070

Zelllinie

Kanile:

R =Rot

G=Grin

B =Blau

IM = Interferenz Mikroskopie

oR ®B/IM
G R/G/B

[ 1] @R/G/IM

oM oG/B/IM
R/G  @R/B/IM

®R/B OR/G/B/IM
G/B

OR/IM

oG/IM

* nicht
malstabsgetreu

Abbildung

Chip 68

Chip 64

CD63 CHIP064.004

CD81 CHIP064.001

10 um

CD9 CHIP064.007

MigG CHIP064.010

Plasma
CD63 * CcD81 * CD9 * MigG *
CD63 * CcD81 * CD9 * MigG *

999

35: Aufnahmen und Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen von extrazellularen
Vesikeln (EV) aus einer Plasmaprobe (Chip 64) und einer Zellkulturprobe (Chip 68, Caki2-
Zellkulturiiberstand nach Ultrazentrifugation) auf antikérper-dotierten Stellen je eines Nano-
Chips. Dotierung des Nano-Chips mit Antikbrpern gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden
mit fluorophorgekoppelten Antikdrpern gegen drei Tumormarker (CA9, CD147, PD-L1) inkubiert.
Anregung mit Licht der Wellenlangen 488 (CA9), 555 (CD147), 647 (PD-L1) nm und Detektion
der Emission im blauen, grinen und roten Kanal. Der relative Anteil der EV-Populationen ist als
Tortendiagramm dargestellt. MIgG-Antikérper = Negativkontrolle
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Abbildung 36: Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV)
aus einer Plasmaprobe (Chip 64) und einer Zellkulturprobe (Chip 68, Caki2-Zellkulturiberstand
nach Ultrazentrifugation) auf antikdrper-dotierten Stellen je eines Nano-Chips. Dotierung des
Nano-Chips mit Antikbrpern gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit Fluorophor-
gekoppelten Antikdrpern gegen drei Tumormarker (CA9, CD147, PD-L1) inkubiert. Anregung mit
Licht der Wellenlangen 488 (CA9), 555 (CD147), 647 (PD-L1) nm und Detektion der Emission im
blauen, grinen und roten Kanal. Bestimmung der Gesamtpartikelzahl als Summe aller
fluoreszierenden Vesikel (Total, dunkelgrauer Balken). MIgG-Antikérper = Negativkontrolle

Es wurden drei-bis viermal so viele CD63- und CD9-positive Partikel, und mehr als zehnmal
so viele CD81-positive Partikel in der Blutplasmaprobe als in der Zellkulturprobe detektiert
(Abbildung 35, B; 36; Tabelle 37).
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In der Blutplasmaprobe wurde auf der MIgG-Stelle eine hohe Zahl an Fluoreszenzsignalen im
blauen Kanal festgestellt. Nach Abzug dieser falschpositiven Signale gab es kaum oder keine
Expression von CA9 auf Partikeln im Blutplasma. In der Zelllinie wurde keine Expression von
CA9 auf CD81-positiven Partikeln, aber eine hohe Expression auf CD63-positiven und CD9-
positiven Partikeln gemessen. Im Gegensatz dazu, und unter Berlcksichtigung der
Fluoreszenzsignale der Negativkontrolle wurde in der Zellkulturprobe kein CA9 auf CD81-
positiven Partikeln, und viel CA9 auf CD63- und CD9-positiven Partikeln exprimiert (Abbildung

36, Tabelle 38, 39).

Unter Berlcksichtigung der Fluoreszenzsignale der Negativkontrolle wurde in der
Zellkulturprobe kein CD147 auf CD81-positiven Partikeln, eine geringe Expression auf CD63-
positiven Partikeln und eine moderate Expression auf CD9-positiven Partikeln festgestellt. Im
Vergleich dazu wurde in der Blutplasmaprobe CD147 auf CD81- und CD9-positiven Partikeln

stark exprimiert (Abbildung 36, Tabelle 38, 39).

Damit war die Kolokalisation von CD147 auf Vesikeln in Probe aus der Zellkultur verglichen
mit der Blutplasmaprobe unterschiedlich, aber in beiden Fallen klar nachweisbar. Fir CA9 galt
dies nur fur die Probe aus der Zellkultur. Um sicher nachzuweisen, dass CA9 auf Vesikeln des
Blutplasmas nicht exprimiert wird, muss der Ursache der falschpositiven Fluoreszenzsignale
im blauen Wellenlangenspektrum auf den Grund gegangen werden und diese Signale nach
Mdglichkeit entfernt werden. Dazu musste die Methode optimiert oder diese Signale missten
rausgerechnet werden.

Tabelle 37: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Proben aus Zellkultur und Plasma
(Abbildung 36, Chip 68, 64).

Probe CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Caki2 1,6x104 Partikel 0,1x104 Partikel 1,2x104 Partikel 0,3x104 Partikel
Plasma 3,8x104 Partikel 3,2x104 Partikel 3,9x104 Partikel 2x104 Partikel

Tabelle 38: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Caki2-Zellkulturprobe (Abbildung 36,

Chip 68).

Marker CDé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
PD-L1 0,9x10* <0,05x10* 0,42x104 0,08x10*
CD147 0,1x104 <0,05x104 0,2x104 0,04x104

CA9 0,6x10¢ 0,05x10* 0,6x104 0,12x10*
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Tabelle 39: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:1-Verdinnung
(Abbildung 36, Chip 64).

Marker CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
PD-L1 1,6x104 0,4x10* 0,8x10¢ 0,5x10*
CD147 0,5x10¢ 1,2x104 1,9x10¢ 0,2x10*

CA9 1,7x10¢ 1,8x10* 1,8x10¢ 1,6x10*

4.5.3.3 Expression von CA9 und CD147 auf Exosomen aus Blutplasma eines Patienten mit
klarzelligen Nierenzellkarzinom

Zum Vergleich der Expression von Tumormarkern innerhalb einer Patientenprobe wurden
Plasmaproben desselben Patienten mit dem Chip inkubiert und die fixierten Partikel mit

fluoreszierenden Antikdrpern gegen CA9 oder CD147 gefarbt.

Fur CA9 wurde Plasma in einem Verdinnungsverhéltnis von 1:1 aufgetragen, die darin
enthaltenen Exosomen auf einem Chip fixiert und mit Antikbrpern gegen CA9, die mit dem

Fluorophor Alexa-488 gekoppelt waren, inkubiert (Abbildung 37).

Auf den CD63-dotierten Chip-Bereichen wurden sehr wenige, auf den CD9-dotierten wenige,
und auf den C81l-dotierten sehr viele Fluoreszenzsignale detektiert, die den kompletten
Beobachtungsbereich ausflllten. Auf dem MIgG-dotierten Bereich wurden vereinzelte, wenig
intensive Signale, vor allem fir CA9-positive Vesikel, detektiert (Abbildung 37, A, Chip 48).

Der Anteil von CA9-positiven Vesikeln an der Gesamtzahl der fluoreszierenden Vesikel betrug
100 %. CA9 war in dieser Probe stark auf CD81-positiven Vesikeln vertreten. Auf CD9-
positiven und CD63-positiven Vesikeln wurden weit weniger CA9-positive Vesikel detektiert
(Tabelle 40).

Tabelle 40: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:1-Verdlinnung
(Abbildung 37, B, Chip 48).

Vesikelzahl CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung | MIgG-Dotierung
Gesamtzahl 0,24x104 1,85x104 0,6x104 0,1x104
fluoreszierender
Vesikel
davon CA9- 0,24x10* 1,85x104 0,6x10¢ 0,1x10¢
positiv

Fur CD147 wurde Plasma in einem Verdinnungsverhdltnis von 1:25 aufgetragen, die darin
enthaltenen Exosomen auf einem Chip fixiert und mit Antikérpern gegen CD147, die mit dem
Fluorophor Phyco-Erythrin gekoppelt waren, inkubiert (Abbildung 38).
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Der Einsatz von Plasma in einem Verdunnungsverhdltnis von 1:25 zeigte auf den CD63-
dotierten Chip-Bereichen sehr wenige, auf den CD81-dotierten wenige, und auf den CD81-
dotierten viele Fluoreszenzsignale, die eine geringe Intensitat aufwiesen und den kompletten
Beobachtungsbereich ausfiillten. Auf dem MIgG-dotierten Bereich wurden vereinzelte, wenig
intensive Signale, vor allem fir CD147-positive Partikel, detektiert (Abbildung 38, A, Chip 47).

Der Anteil von CD147-positiven Vesikeln an der Gesamtzahl der fluoreszierenden Vesikel
betrug 71 % auf CD63-positiven Vesikeln, 97 % auf CD81-positiven Vesikeln und 94 % auf
CD9-positiven Vesikeln. CD147 war in dieser Probe schwach mit CD63-positiven Vesikeln
assoziiert. Auf CD9-positiven und CD81-positiven Vesikeln wurden weit mehr CD147-positive
Vesikel detektiert (Tabelle 41).

Tabelle 41: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe in 1:25-Verdinnung
(Abbildung 38, B, Chip 47).

Vesikelzahl CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Gesamtzahl 0,7x10¢4 3,8x104 3,5x10¢4 0,3x10¢4
fluoreszierender
Vesikel
davon CD147- 0,5x104 3,7x104 3,3x104 0,2x104
positiv
davon blau- 0,2x10¢4 0,1x10¢4 0,2x104 0,1x104
fluoreszierend
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Abbildung 37: Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV) aus einer Plasmaprobe
auf antikdrper-dotierten Stellen eines Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips mit Antikdrpern
gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit Fluorophor-gekoppelten Antikdrpern gegen den
Tumormarker CA9 inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenlangen 488, 555, 647 nm und
Detektion der Emission im blauen, grinen und roten Kanal. A: Mikroskopaufnahme. B:
Quantifizierung. Total=Gesamtpartikelzahl (dunkelgrauer Balken). Der relative Anteil der EV-
Populationen ist als Tortendiagramm dargestellt. MIgG-Antikorper = Negativkontrolle
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Abbildung 38: Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV) aus einer Plasmaprobe auf
antikorper-dotierten Stellen eines Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips mit Antikérpern gegen
CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit Fluorophor-gekoppelten Antikérpern gegen den
Tumormarker CD147 inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenlangen 488 nm, 555 nm, 647 nm und
Detektion der Emission im blauen, grinen und roten Kanal. A: Mikroskopaufnahme. B:
Quantifizierung. Total=Gesamtpartikelzahl (dunkelgrauer Balken). Der relative Anteil der EV-
Populationen ist als Tortendiagramm dargestellt. MIgG-Antikdrper = Negativkontrolle
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4.5.3.4 Vergleich der Expression von Exosomenmarkern auf Exosomen aus Plasma von
Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom

Zum Vergleich der Expression von Exosomenmarkern innerhalb eines Patientenkollektivs
wurden Plasmaproben von drei Patienten (Fall 1 — 3) in 1:25-Verdinnung mit dem Chip (Chip
002, 017, 040) inkubiert und die fixierten Partikel mit fluoreszierenden Antikérpern gegen CD63,
CD81 und CD9 gefarbt.

Tabelle 42: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaproben von drei Patienten (Fall
1 - 3) in 1:25-Verdinnung (Abbildung 39, Chip 002, 017, 040).

Verdiinnung | CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Fall 1 2,7x105 3,4x105 3,6x10° 0,2x105
Fall 2 3,2x10° 3,1x105 3,3x105 0,17x10°
Fall 3 3x103 3x10° 4,1x10° 0,2x105

Die Anzahl der detektierten Vesikel mit exprimierten Exosomenmarkern lag in den Féllen 1-3
mit 9,7x10° (Fall 1), 9,6x10° (Fall 2) und 10,1x10° (Fall 3) detektierten Vesikel nah zusammen.
Ebenso lag die Negativkontrolle mit 0,17-0,20x10° Vesikeln auf einem vergleichbaren
niedrigen Niveau. In allen Fallen war die Anzahl der CD9-positiven Vesikel am hdchsten

(Tabelle 42).

Tabelle 43: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 1 (Abbildung 39, Chip

002).

Marker CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
CD63 1,2x105 0,8x10° 0,9x105 -
CD81 1,25x105 2,25x10° 1,8x10° <0,05x10° CD81
CD9 1,2x10° 1,8x10° 2,1x10° 0,1x105
nicht 0,3 x10° 0,2 x105 0,9 x10° 0,05x10°
fluoreszierend

Im Fall 1 waren auf CD63-positiven Subpopulationen alle drei getesteten Exosomenmarker
gleich stark exprimiert. CD63 war auf CD81- und CD9-positiven Subpopulationen am
schwdachsten kolokalisiert. CD81 war auf CD81-positiven Subpopulationen, CD9 auf CD9-

positiven Subpopulationen am starksten vertreten (Tabelle 43).
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Tabelle 44: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 2 (Abbildung 39, Chip

017).
Marker CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
CD63 1,6x10° 0,8x10° 1,2x105 -
CD81 0,9x105 2x10° 1x103 -
CD9 1,7x10° 1,6x10° 2,2x10° 0,15x10°
nicht 0,4 x10° 0,2 x105 1x10° 0,02 x10°
fluoreszierend

Im Fall 2 wurden die drei getesteten Exosomenmarker unterschiedlich stark in den drei
Subpopulationen exprimiert. CD63 war auf CD81-positiven Subpopulationen am schwéchsten
kolokalisiert. Umgekehrt war CD81 auf CD63-positiven Vesikeln am schwachsten kolokalisiert
CD81 war auf CD81-positiven Subpopulationen und CD9 auf CD9-positiven Subpopulationen
am starksten vertreten (Tabelle 44).

Tabelle 45: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 3 (Abbildung 39, Chip
040).

Marker CDé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
CD63 1,2x10° 0,4x105 1,7x10° -
CD81 0,5x105 1,9x105 1,5x10° -
CD9 1,6x105 1,6x105 2,3x10° 0,1x105
nicht 0,4 x10° 0,2 x10° 1,5 x10° 0,1 x105
fluoreszierend

Im Fall 3 wurden die drei getesteten Exosomenmarker unterschiedlich stark in den drei
Subpopulationen exprimiert. CD63 war auf CD81-positiven Subpopulationen am schwéchsten
kolokalisiert. Umgekehrt war CD81 auf CD63-positiven Vesikeln am schwachsten kolokalisiert
CD81 war auf CD81-positiven Subpopulationen und CD9 auf CD9-positiven Subpopulationen

am starksten vertreten (Tabelle 45).

Fall 2 und Fall 3 wiesen ein ahnliches Expressionsmuster von CD63, CD81 und CD9 auf den

CD63-positiven, CD81-positiven und CD9-positiven Subpoplationen auf.
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Abbildung 39: Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV) aus drei unabhangigen
Plasmaproben auf antikdrper-dotierten Stellen von drei Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips mit
Antikdrpern gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit fluorophorgekoppelten Antikérpern gegen
drei Exosomenmarker (CD63, CD81, CD9) inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenlangen 488 (CD?9),
555 (CD81), 647 (CD63) nm und Detektion der Emission im blauen, grinen und roten Kanal.
Bestimmung der Vesikel ohne gebundenen Fluoreszenz-Antikérper (IM, hellgrauer Balken) durch
Subtraktion der fluoreszierenden Vesikel von der, durch differenzielle Lichtstreuung bestimmten,
Gesamtpartikelzahl (Total, dunkelgrauer Balken). Der relative Anteil der EV-Populationen ist als
Tortendiagramm dargestellt. MIgG-Antikdrper = Negativkontrolle
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4.5.3.5 Vergleich der Expression von CD147 auf Exosomen aus Plasma von Patienten mit
klarzelligen Nierenzellkarzinom

Zum Vergleich der Expression von CD147 auf Exosomen innerhalb eines Patientenkollektivs

wurden Plasmaproben von drei Patienten (Fall 1 — 3) in 1:25-Verdinnung mit dem Chip (Chip

004, 019, 042) inkubiert und die fixierten Partikel mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen

CD147 gefarbt.

Tabelle 46: Quantifizierung der CD147-positiven Partikel in den Plasmaproben von drei Patienten
(Fall 1 — 3) in 1:25-Verdinnung (Abbildung 40, Chip 004, 019, 042).

Verdiinnung | CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Fall 1 0,5x10¢ 1,1x10* 5,1x10¢ <0,1x10*
Fall 2 0,25x10* 0,35x10* 1,6x104 0,1x10*
Fall 3 0,18x10° 0,42x10° 0,9x10° <0,05x10°

Tabelle 47: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 1 (Abbildung 40, Chip

004).
Vesikelzahl CDé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Gesamtzahl 1,9x104 2,9x10* 9,9x10* 0,4x104
fluoreszierender
Vesikel
davon CD147- 0,5x104 1,1x10¢ 5,1x104 <0,1x104
positiv
davon blau- 0,2x10¢4 0,1x104 0,3x104 0,2x10¢4
fluoreszierend
nicht 0,8x104 1,1x10¢ 5,8x104 0,25x104
fluoreszierend
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Tabelle 48: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 2 (Abbildung 40, Chip

019).
Vesikelzahl CD63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung MIgG-Dotierung
Gesamtzahl 1,9x104 1,4x104 4,4x10* 1,1x104
fluoreszierender
Vesikel
davon CD147- 0,25x10* 0,35x10* 1,6x104 0,1x10*
positiv
davon blau- 0,8x10¢4 0,35x10¢4 1,4x104 0,35x104
fluoreszierend
nicht 0,8x10* 0,6x10* 2x10¢ 0,4x10*
fluoreszierend

Tabelle 49: Quantifizierung der Versuchsergebnisse der Plasmaprobe Fall 3 (Abbildung 40, Chip

042).
Vesikelzahl CDé63-Dotierung | CD81-Dotierung | CD9-Dotierung | MIgG-Dotierung
Gesamtzahl 0,4x10° 0,8x10° 1,9x105 0,3x10°
fluoreszierender
Vesikel
davon CD147- 0,18x10° 0,42x10° 0,9x10° <0,05x105
positiv
davon blau- 0,05x105 <0,05x105 0,17x105 <0,05x105
fluoreszierend
nicht 0,2x105 0,43x10° 1,2x10° 0,22x103
fluoreszierend

Die Auswertung der Expressionsdaten fir CD147 zeigte, dass auf den Partikeln aus Fall 1
zwei- bis dreimal so viele CD147-positive Signale detektiert wurde als in den Fallen 2 und 3.
In den Proben von Fall 2 und Fall 3 wurden &ahnlich viele CD147-positive Signale auf den
einzelnen Dotierungsstellen detektiert. Auf den Partikeln aus Fall 2 wurde die héchste Zahl an
Fluoreszenzsignalen im blauen Kanal aufgezeichnet. In den Fallen 1 und 3 waren diese

vergleichsweise gering.

In allen drei Fallen wurden auf den CD63-positiven Partikeln die wenigsten, auf den CD81-
positiven Partikeln mehr und auf den CD9-positiven Partikeln die meisten CD147-positiven

Partikeln detektiert. Damit wird, nach Auswertung dieser Kohorte, CD147 auf Vesikeln aus
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Abbildung 40: Fluoreszenzmessungen von extrazellularen Vesikeln (EV) aus drei unabhangigen
Plasmaproben auf antikérper-dotierten Stellen von drei Nano-Chips. Dotierung des Nano-Chips
mit Antikbrpern gegen CD63, CD81, CD9, MIgG. EVs wurden mit PE-gekoppelten Antikdrpern
gegen den Tumormarker CD147 inkubiert. Anregung mit Licht der Wellenldngen 488, 555, 647
nm und Detektion der Emission im blauen, griinen und roten Kanal. Bestimmung der Vesikel ohne
gebundenen Fluoreszenz-Antikorper (IM, hellgrauer Balken) durch Subtraktion der
fluoreszierenden Vesikel von der, durch differenzielle Lichtstreuung bestimmten,
Gesamtpartikelzahl (Total, dunkelgrauer Balken). Der relative Anteil der EV-Populationen ist als
Tortendiagramm dargestellt. MIgG-Antikdrper = Negativkontrolle

112



Blutplasma nachweislich exprimiert und ist stark mit CD9 kolokalisiert (Abbildung 40, Tabellen
46-49).

4.6 Anreicherung von Exosomen durch magnetische Beads

Um Exosomen gezielt aus biologischen Proben zu isolieren, wurden magnetische Beads mit
Antikdrpern gegen Exosomenmarker (CD63) oder gegen Tumormarker (CD147) gekoppelt.
Damit wurden dann Exosomen aus Zellkulturiiberstanden und Plasmaproben angereichert

und charakterisiert (Details siehe Kapitel 3.5.1).

4.6.1 Anreicherung von Exosomen aus Zellkulturproben mittels Beads

Zur Etablierung dieser Methode wurden Zellkulturiiberstdnde vor und nach Ultrazentrifugation
in verschiedenen Verdinnungen mit den modifizierten magnetischen Beads behandelt und

nachfolgend mittels TEM und Westernblot charakterisiert.

4.6.1.1 CD63 als Zielprotein

Die Bildgebung zeigte zahlreiche sphérische Partikel mit einer Grol3e zwischen 50 und 100
nm, die sich Gber den kompletten Beobachtungsabschnitt ausbreiteten. Die Partikel kamen
dabei Uberwiegend verstreut und solitér vor, waren aber haufig auch kettenartig und teilweise
ringférmig angeordnet. Die Oberfliche des kohlebeschichtetet Kupfergitters war ansonsten
frei von jeglicher Art von Kontaminationen oder Anhaftungen anderer Partikel und

Losungsmittelriickstdnden (Abbildung 41; A, B; gelbe Pfeile).

Bei naherer Betrachtung eines der ringférmigen Strukturen zeigte sich, dass diese mehrheitlich
aus spharischen Partikel mit einer Doppelmebran und einer GréRe zwischen 40 und 70 nm
zusammengesetzt, und mit kleineren, gleichartigen Partikeln mit einer GroRe kleiner als 40
nm, assoziiert waren (Abbildung 42).

Die Anreicherung wurde an verschiedenen Mischungsverhaltnissen von Probe zu Beads bei
verschiedenen Proben-Verdiinnungen gemessen und mittels Westernblot semi-quantitativ
analysiert. Zelllysat und konzentrierte Exosomen aus Zellkultur dienten als Positivkontrolle.

Unkonditionertes Medium, dass mit den Beads inkubiert wurde diente als Negativkontrolle.
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Abbildung 41: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Aufhnahme von Exosomen aus
Nierenzellkarzinomzelllinien als qualitativer Nachweis der Isolation von extrazellularen Partikeln
mittels CD63-positiver Beads. A: Einzelaufnahme von kreisférmig angeordneten, sphérischen
Partikeln. B: Ubersichtsaufnahme von sphéarischen Partikeln mit einer GréRe von unter 200 nm.
Gelbe Pfeile deuten auf Uberbleibsel von kreisférmigen Anordnungen dieser Partikel.

Der Einsatz einer unverdiinnten und einer 1:10-verdiinnten Exosomenprobe in einem Probe-
zu-Bead-Verhaltnis von 1:1 mit einem verwendeten Volumen von 100 pl CD63-positiver Beads
fuhrte zZu den hdchsten Konzentrationen angereicherter CD63-positiver
Exosomensubpopulationen.

Es konnten mit diesem Anreicherungsverfahren Exosomen in geringer Konzentration aus

Zellkulturuberstand ohne vorausgehende Ultrazentrifugation isoliert werden.

CD9-positive Subpopulationen wurden durch die Anreicherung mit CD63-gekoppelten Beads
stark diskriminiert (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Transmissionselektronenmikroskopie (TEM). Aufnahme von Exosomen aus
Nierenzellkarzinomzelllinien als qualitativer Nachweis der Isolation von extrazellularen Partikeln mittels
CD63-positiver Beads. VergroRerung aus Abbildung 41, A.
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Abbildung 43: Western-Blot-Analyse von Proteinen aus Exosomen, isoliert aus einer
Nierenzellkarzinomzelllinie (786-0) mittels CD63-positiver, magnetischer Beads. Exosomen, bzw.
Extrazellulare Vesikel, wurden aus Zellkulturiiberstdnden mittels Ultrazentrifugation vorisoliert und
danach in verschiedenen Verdinnungsstufen mit den entsprechenden Beads inkubiert. Ebenso
wurde der Zellkulturuberstand der Nierenzellkarzinomzelllinie vor der Ultrazentrifugation mit den
CD63-positiven  Beads inkubiert. Als Positivkontrolle dienten die Exosomen aus
Zellkulturiberstand nach Ultrazentrifugation und vor Bead-Inkubation, sowie das Zelllysat. A:
Exosomenproben wurden 1:10, 1:100 oder 1:500 verdinnt und im Verhaltnis 1:1 oder 1:3 mit der
Bead-Suspension inkubiert. B: Unverdiinnte Exosomenproben, 1:10 verdiinnte Exosomenproben
und konditioniertes Medium wurden in verschiedenen Mischungsverhaltnissen mit Beads

behandelt und mit unbehandelten Zell- und Exosomenlysaten verglichen. UZ=Ultrazentrifugation,
MW=Molekulargewicht, kDa = Kilodalton
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4.6.1.2 CD147 als Zielprotein

Konzentrierte unverdinnte Exosomenproben, 1:10 verdinnte Exosomenproben und
konditioniertes Medium wurden mittels CD63-positiver Beads angereichert und zusammen mit
unverdinnten Exosomenproben, 1:10 verdiinnten Exosomenproben und Zelllysaten auf die
Expression von Zellmarkern (GM130), Exosomenmarkern (CD63, CD81) und Tumormarkern
(CD147, CD70) hin untersucht (Abbildung 44).

Der Zellmarker GM130 wurde im Zelllysat detektiert. GM130 und Calretikulin wurden weder in
Exosomen von 786-O und Caki2, die mit CD63-positiven Beads angereichert wurden, noch in
Exosomen von 786-0, die mit CD147-positiven Beads angereichert wurden, detektiert. Der
Exosomenmarker CD63 wurde in der konzentrierten Exosomenprobe vor der Behandlung mit
Beads im Bereich von 35 — 63 kDa, sowie in der konzentrierten Exosomenprobe nach der
Behandlung mit Beads im Bereich von 48 — 63 kDa detektiert. In den anderen Proben war
CD63 nicht nachweisbar. Der Exosomenmarker CD9 war in keiner Probe nachweisbar
(Abbildung 44, A; Abbildung 45, B).

Der Tumormarker CD147 wurde in der konzentrierten Exosomenprobe vor der Behandlung
mit Beads sowie im Zelllysat nachgewiesen. In den anderen Proben war CD147 nicht

nachweisbar. Der Tumormarker CD70 war in keiner Probe nachweisbar (Abbildung 45, B).
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Abbildung 44: Western-Blot-Analyse von Proteinen aus Exosomen, isoliert aus einer
Nierenzellkarzinomzelllinie (786-O) mittels CD63-positiver, magnetischer Beads. Exosomen,
bzw. extrazellulare Vesikel, wurden aus Zellkulturiberstanden mittels Ultrazentrifugation
vorisoliert und danach unverdiinnt oder in 1:10-Verdinnung mit den entsprechenden Beads
inkubiert. Ebenso wurde der Zellkulturiberstand der Nierenzellkarzinomzelllinie vor der
Ultrazentrifugation mit den CD63-positiven Beads inkubiert. Als Positivkontrolle dienten die
Exosomen aus Zellkulturiberstand nach Ultrazentrifugation und vor Bead-Inkubation (unverdinnt

und 1:10-verdunnt), sowie das Zelllysat. UZ=Ultrazentrifugation, MW=Molekulargewicht,
kDA=Kilodalton
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Abbildung 45: Western-Blot-Analyse von Proteinen aus Exosomen, isoliert aus
Nierenzellkarzinomzelllinien (786-0O, Caki2) mittels CD63-positiver oder CD147-positiver,
magnetischer Beads. Exosomen, bzw. extrazellulare Vesikel, wurden aus Zellkulturiiberstanden
mittels Ultrazentrifugation vorisoliert und danach mit den entsprechenden Beads angereichert. A:
Detektion von Tumormarkern (CA9, CD147, EpCAM, CD70). B: Detektion von Zellmarkern
(GM130, Calretikulin) und Exosomenmarkern (CD9, CD63, Syntenin). EV = Extrazellulare Vesikel
bzw. Exosomen

Mit CD63- und CD147-positiven Beads konnten gezielt Exosomen angereichert werden, bei
denen die Tumormarker CA9 und CD147 nachweislich exprimiert wurden. CA9 wurde erstmals
in dieser Arbeit in einer Exosomenprobe der Zelllinie 786-O nachgewiesen. Die mit CD63-
positiven Beads angereicherten Exosomen enthielten zwei Formen von CA9, die CD147-

positiven Subpopulationen nur eine Form (Abbildung 45).

4.6.2 Anreicherung von Exosomen aus Plasmaproben mittels Beads
Die Anreicherungsersuche wurden mit CD63-positiven Beads an Plasma eines gesunden
Probanden (Kontrolle) und eines Patienten durchgefiihrt und die Expression von zell-,

exosomen-, sowie tumorspezifischen Proteine in den Isolaten mit der Expression in Zelllysaten
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und Exosomenlysaten von 786-0 verglichen. Die Plasmaproben wurden unverdinnt in einem

Mischungsverhaltnis von 1:1 mit den Beads inkubiert.
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Abbildung 46: Western-Blot-Analyse von exosomen-spezifischen (A: CD63, CD81, CD9,
Syntenin, Alix), zellularen (B: GM130, Calretikulin) und tumorassoziierten (C: CD70, CD147,
CA9) Proteinen in Exosomen, isoliert aus Plasma und einer Nierenzellkarzinomzelllinie (786-0)
mittels CD63-positiver, magnetischer Beads. Als Ladekontrolle dienten GAPDH und B-Aktin (C).
Als Positivkontrolle wurden Zelllysate der Nierenkarzinomzelllinien 786-O, sowie Lysate von
Exosomen aus Zellkulturiberstand dieser Zelllinie nach differenzieller Ultrazentrifugation,
aufgetragen. UZ=Ultrazentrifugation; Plasma Kontrolle = Plasma eines gesunden Probanden;
Plasma Patient = Plasma eines Probanden mit diagnostiziertem Nierenzellkarzinom.
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Das Haushaltsgen B-Aktin wurde beim Einsatz von 100 pl Probenvolumen Plasma sehr
schwach, beim Einsatz von 300 pl sehr stark, im Zelllysat von 786-O sehr stark und im

Exosomenlysat von 786-O nicht exprimiert (Abbildung 46, C).

Der Einsatz von 100 pl und 300 ul Probenvolumen zeigte, auer bei B-Aktin, keine
Unterschiede bei den detektierten Signalen der anderen untersuchten Proteine. Der
Zellmarker Calretikulin wurde, anders als der Zellmarker GM130, in den Exosomenproben des
Plasmas festgestellt (Abbildung 46, B). Eine hohe Reinheit der isolierten Exosomen kann somit
nicht garantiert werden. Die Tumormarker CD147 und CD70 wurden in der Patientenprobe
starker exprimiert als in der Kontrolle, &hnliches wurde auch bei den Exosomenmarkern CD63,
CD81 und CD9 beobachtet (Abbildung 46 A, C). Dies kann auf Unterschiede zwischen
Patientenprobe und der Vergleichsprobe, oder in einer unterschiedlichen
Anreicherungseffizienz begrindet sein. Eine Wiederholung dieses Versuches und eine

gréRere Kohorte sind fur eine Bestatigung und Einordnung dieser Ergebnisse notig.

Weitere Anreicherungsersuche wurden mit CD63-positiven und CD9-positiven Beads an
Plasma eines gesunden Probanden durchgefiihrt und die Expression von zell-, exosomen-,
sowie tumorspezifischen Proteine in den Isolaten mit der Expression in Zelllysaten und
Exosomenlysaten von Caki2 verglichen. Die Plasmaproben wurden unverdinnt und 1:10

verdinnt in einem Mischungsverhéltnis von 1:1 mit den Beads inkubiert (Abbildung 47).

Der Exosomenmarker Alix zeigte in der Plasmaprobe, die unverdinnt mit CD63-positiven
Beads behandelt wurde, sowie in der Plasmaprobe, die 1:10 verdiunnt mit CD63-positiven
Beads behandelt wurde, und in der Plasmaprobe, die unverdiinnt mit CD9-positiven Beads
behandelt wurde, kein Signal. In der Plasmaprobe, die 1:10 verdinnt mit CD9-positiven Beads
behandelt wurde, wurde ein sehr schwaches Signal fiir Alix detektiert. Im Zelllysat von Caki2
wurde ein schwaches Signal fur Alix detektiert. In der Exosomenprobe von Caki2 wurde ein
starkes Signal fur Alix nachgewiesen.

Eine Vorbehandlung der Plasmaproben durch differenzielle Zentrifugation (DZ) flhrte zu
keiner Verbesserung des Anreicherungsverfahrens fur Extrazellulare Vesikel aus Blutproben
(siehe Anhang, Abbildung 48).

In den Exosomenproben die mittels CD63-positiver Beads aus Plasma angereichert wurden,
war im Westernblot fir CD63 ein einzelnes, scharf abgegrenztres Signal bei 63 kDa zu sehen,
im Gegensatz zu den diffusen Signalen zwischen 48 — 63 kDa der Exosomenproben die nur

mittels Ultrazentrifugation isoliert wurden (siehe Anhang Abbildung 48).

Die in den Chip-Experimenten beobachtete Haufigkeit von CD9-positiven Exosomen im

Plasma sollte in diesem Versuch dazu genutzt werden, das Anreicherungsverfahren von
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Exosomen durch den Einsatz CD9-positiver Beads zu verbessern. Es konnte verglichen mit
der Anreicherung durch CD63-positive Beads keine Verbesserung im Sinne einer erhdhten
Reinheit oder einer erhéhten Konzentration der Exosomen nachgewiesen werden. Weitere

Versuche oder eine Optimierung der Synthese der CD9-positiven Beads sind zu empfehlen.

5 0
(9] o
(] ©
4 2 o, o
T 38 T o
om ()] o 0O c
ﬁl_) (@) @ (@) o
€] + o + £
o o N o c o
O o O <« o &
A
MW € E £ £ N o
[kDa] T 68 ®©& & £ X
a a a o (@] Q
63 — . .
Calretikulin
48 —
135 — GM130
135—
Alix
100 —
25 —
CD9
17 —
25 — Syntenin
17 —
63 — CcDhe63
35 — GAPDH
48 — B-Aktin

Abbildung 47: Western-Blot-Analyse von exosomalen und zelluldren Proteinen, isoliert
aus Plasma mittels CD9-positiver oder CD63-positiver, magnetischer Beads. Zell- (GM130,
Calretikulin) sowie Exosomen-Marker (Alix, CD9, Syntenin und CD63) wurden
nachgewiesen. GAPDH und B-Aktin dienten als Ladekontrolle. Als Positivkontrolle wurden
Zelllysate der Nierenkarzinomzelllinie Caki2, sowie Lysate von Exosomen aus
Zellkulturiiberstand von Caki2 nach differenzieller Ultrazentrifugation, aufgetragen.
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5. Diskussion

5.1 Charakterisierung von Exosomen aus Zellkultur

Ziel dieser Studie war es, tumorspezifische Proteine auf Exosomen als potenzielle Biomarker
fur die gezielte Anreicherung tumorspezifischer Exosomen aus Flussigbiopsien zu
identifizieren. Die Isolierung von Exosomen stellt, aufgrund ihrer geringen Gréf3e und des
hohen Kontaminationsrisikos mit Zellfragmenten und Lipoproteinkomplexen, eine grol3e
Herausforderung dar. Darliber hinaus ist es von grosser Bedeutung, Exosomen von anderen
Vesikeln zu unterscheiden. Zu diesen zéhlen solche, die zum Beispiel durch Apoptose oder
Membranknospung entstehen. Um die Isolierung von Exosomen zu optimieren, wurde ein
standardisiertes Protokoll mit Ultrazentrifugation als Trennverfahren fir zellulare Partikel auf
vier verschiedenen NZK-Zelllinien erstellt. Die Grossenverteilungen innerhalb der isolierten
Partikelproben waren zelllinienabhéngig (wie durch NTA nachgewiesen), ebenso die typischen
Proteinexpressionsmuster von Exosomenmarkern.

Die Unterschiede beziiglich der gemessenen Grol3en der Exosomen, die mittels TEM und NTA
festgestellt wurden, resultieren vermutlich aus der effektiveren Biindelung kleiner Exosomen
auf dem flr die TEM verwendeten Kohle-Kupfer-Gitter. Daher ist NTA die bevorzugte Methode
zur Bestimmung der GréRenverteilung von Exosomen in Lésung, da Partikel nicht durch
diesen Effekt diskriminiert werden. Weil CD9 nicht in allen NzZK-Zelllinien in Exosomen
exprimiert wurde, kann es nicht als allgemeiner Marker flir Exosomen aus Tumorzellen dienen.
CD81 stellte auch keinen geeigneten, allgemeingiltigen Exosomenmarker fur das klarzellige
Nierenzellkarzinom in Zellkultur dar, da seine Expression zwischen den Zelllinien sehr
unterschiedlich war und in Exosomen fehlte. Es wurde jedoch eine stabile Expression von
CD63 festgestellt, was seinen Wert als universeller Exosomenmarker gemaf3 den aktuellen
Richtlinien der International Society of Extracellular Vesicles zur Isolierung von Exosomen [88]
bestétigt. GemaR diesen Richtlinien sollen mindestens drei positive Proteinmarker fir EVs,
darunter mindestens ein Transmembran-/Lipid-gebundenes Protein und ein zytosolisches
Protein, sowie mindestens ein negativer Proteinmarker nachgewiesen werden.

Da sich die Zelllinien in Morphologie und Stoffwechsel unterscheiden, ist es wahrscheinlich,
dass sich ihre Exosomen auch in Gro3e, Anzahl und Oberflichenmarkern unterscheiden.
Diese Heterogenitat spiegelte sich auch in der Expression von Tumormarkern wider. Die Wahl
der drei mutmafilichen Tumormarker und EpCAM als Epithelzellmarker resultierten aus der
Recherche der verfugbaren Literatur. CD70 wurde nur in Gestalt von Mehrfachbanden
(Vielfache des erwarteten Molekulargewichts) nachgewiesen. Solche Mehrfachbanden
wurden auch von den Herstellern der Antikérper [223, 224] als Erwartungswerte angegeben.

In anderen Publikationen wurden fir CD70 im Western Blot Einfachbanden im Bereich von 21
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— 30 kDa [225, 226] und Mehrfachbanden [227] beschrieben. Mehrfachbanden kénnen
aufgrund der Bildung von Multimeren entstehen und wurden ausschlieflich in den Zellproben

festgestellt. In 786-0- und Caki2-Exosomen wurden hingegen keine CD70-Proteine exprimiert.

CA9 wurde nur in der Caki2-Zelllinie exprimiert und in ihren Exosomen weiter angereichert.
Das Molekulargewicht variierte zwischen der Zellprobe und der Exosomenprobe, was auf die
zwei Hauptformen, die es von diesem Protein gibt, zuriick zu fuhren ist. Eine dieser
Hauptformen ist ein zellassoziiertes Transmembranprotein, das auf Western Blots als
Doppelbande von 54/58 kDa erscheint. Das andere ist ein |6sliches Protein mit einem
Molekulargewicht von 50/54 kDa, das héchstwahrscheinlich aus der proteolytischen Spaltung
des extrazellularen Teils von Transmembran- und intrazellularen Sequenzen resultiert [228-
229]. Nur CD147 zeigte eine starke Expression, sowohl in 786-0O- als auch in Caki2-Zellen.
Es wurde daher an zwei anderen NZK-Zelllinien (Cakil und RCC53) getestet. Die
Westernblotdaten bestéatigten, dass CD147 in allen NZK-Zelllinien und ihren Exosomen
prominent exprimiert wurde. Das Molekulargewicht variierte zwischen den Zelllinien, was auf
unterschiedliche Glykosylierungsmuster zurtckzufiihren ist [166]. Abgesehen von der
Kontrollzellinie MCF7 war die Expression von EpCAM sehr gering oder unterhalb der

Nachweisgrenzen.

In Blasenkarzinomzelllinien sind die Zellmarker GM130 und Calretikulin sowie die
Exosomenmarker CD9, Syntenin und CD63 als Qualitéatskontrolle fir den Isolationsprozess
von Exosomen geeignet. CD81 ist daflir nur bedingt, Alix gar nicht geeignet. Die Sekretion von
Exosomen ist auch im Blasenkarzinom hinreichend beschrieben. Dabei héngt die
Zusammensetzung der Exosomenmarker sowie deren Expression mal3geblich von der
Herkunft der Exosomen und dem Tumorstadium ab [230]. So zeigt sich auch hier, dass fur
einen validen Nachweis von Exosomen ein mdglichst breites Spektrum an Markern vonnéten
ist, da Exosomen bestimmter Zelllinien gewisse Marker nicht exprimieren bzw. so schwach
exprimieren, dass diese mittels Westernblot nicht detektierbar sind.

Abhéngig von der Zusammensetzung der Proteine, Nukleinsduren, Kohlenhydrate und Lipide
spielen Exosomen von Blasentumoren eine bedeutende Rolle in der Tumorprogression, bis
hin zur Veranderung gesunder Zellen des Urothels [231]. CA9 kann nur sicher in Exosomen
von 253J-BV nachgewiesen werden. Ansonsten konnte CA9 mit dieser Methode nicht
nachgewiesen werden, obgleich es schon in Exosomen beschrieben wurde [232-234].
CD147 hingegen kommt in allen Zelllysaten vor und scheint auch in den Exosomen von J82
und 253J-BV schwach exprimiert zu werden. Die CD147-Uberexpression wurde schon als ein

unabhangiger prognostischer Faktor beschrieben. So konnte in anderen Arbeiten gezeigt

122



werden, dass die Uberexpression von CD147 eine wichtige Rolle beim Fortschreiten von
Blasenkarzinomen spielt und CD147 ein potenzielles Ziel der Therapie des Blasenkarzinoms
sein kénnte. Zum Beispiel kdnnen durch Herunterregulierung von CD147 die Sekretion von
MMP-2 und MMP-9 und die Expression von VEGF in diesen Zellen verringert werden [235].

EpCAM und CD70 kamen als Markerproteine nicht in Betracht. CD70 wurde bisher vor allem
mit dem Nierentumor in Verbindung gebracht [116], flr Blasentumoren gibt es bis dato keine
Hinweise. Die EpCAM-Expression in Geweben von Nierentumoren ist stark abhangig vom
histologischen Subtyp. Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist tberwiegend EpCAM-negativ.
Beim nicht klarzelligem Nierenzellkarzinom hingegen ist in mehr als der Halfte der Falle eine
EpCAM-Uberexpression beschrieben, und nur ein Drittel ist EpCAM.negativ [236]. Eine
erhdhte Expression von EpCAM-Molekilen wurden in Geweben und Zelllinien von
Prostatakrebs auf mMRNA- und Proteinebene bereits beschrieben. Eine Hochregulierung der
EpCAM-Expression ist in frGhen Stadien der Prostatakarzinogenese zu beobachten. Eine

weitere Induktion erfolgt bei hochgradigen Tumoren und metastatischen Lasionen [237, 238].

Dagegen korreliert EpCAM im Urin mit dem Stadium und Grad des Blasenkarzinomes. Neben
Grad und Stadium ist eine erhéhte EpCAM-Konzentration im Urin ein unabhangiger Indikator
fur das blasentumorspezifischne Uberleben. Ein erhohter EpCAM-Wert im Urin ist ein
unabhéngiger Indikator fiir eine schlechte Prognose fiir die blasenkrebsspezifische Mortalitat
[239, 240].

B-Aktin und GAPDH bestatigen das korrekte und gleichmafiige Laufverhalten der untersuchten
Proteine in der SDS-PAGE und die gleichmaRige Ladung der Proben in alle Taschen. Die
genannten Proteine verhielten sich im Laufverhalten wie 3-Aktin und GAPDH. Aufféllig ist,
dass es zu einer verringerten Expression in den Exosomen kommt. GAPDH ist eines der funf
am haufigsten mit EVs assoziierten Proteine, es ist sowohl im Lumen von EVs als auch auf
der Oberflache der EVs prasent [241]. Zellen haben B-Aktin als Bestandteil des Zytoskeletts,
wohingegen Exosomen als kleine Vesikel ohne Zytoskelett auskommen [242]. Exosomen
bendtigen wegen ihrer geringen GrofRe B-Aktin nicht primar als Zytoskelett, sondern vielmehr,
um durch Interaktion mit Cortaktin und anderen Proteinen das zellulare Zytoskelett als
Transportmaschinerie zu nutzen [243]. Somit sind im direkten Vergleich mit dem Zelllysat im

Exosomenlysat oft weniger oder kein 3-Aktin mittels Westernblot nachweisbar.

In Prostatafibroblastenzelllinien lassen sich die Zellproben anhand der eingesetzten
Exosomenmarker nicht eindeutig von den Exosomenproben abgrenzen, da sie in Exosomen

anndhernd gleich stark exprimiert oder teilweise sogar aussortiert werden. In der Literatur ist
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die Rolle von Exosomen im Prostatakarzinom und die Interaktion mit Stromazellen sehr gut
beschrieben [244, 245]. Das unerwartete Expressionsmuster von Exosomenmarkern in Zellen
und Exosomen von Prostatafibroblasten kénnte auf einen allgemein sehr hohen Metabolismus
der Mutterzellen der Exosomen zuriick zu fiihren sein. So wurde in anderen Studien schon
beschrieben, dass Patienten mit aggressivem Prostatakarzinom héhere Mengen an mit dem
Prostatakrebs in Zusammenhang stehenden Exosomen im Blut aufweisen [246]. Dafir kdnnen
bestimmte Proteine (Rab27a/b- Rab3) [247, 248], die Akkumulation von intrazellularem Ca2*
[249] oder der pH-Wert (intrazellular pder interzellular) [250, 251] verantwortlich sein.

Hier dient also vor allem der Zellmarker als Beweis, dass die zellularen Bestandteile erfolgreich
entfernt wurden. EpCAM wird sehr schwach, CD147 sehr stark exprimiert.

Von tumorassoziierten Fibroblasten ist bekannt, dass sie die am haufigsten vorkommenden
Komponenten des Tumorstromas sind und dass Uber CD147 benachbarte Fibroblasten durch
CD73-Interaktion stimuliert werden kénnen, wodurch die Sekretion von MMP-2 erhdht sowie
Invasion und Metastasierung gefordert werden [252]. Die positive CD147-Expressionsrate war
eng mit den klinischen Merkmalen des Prostatakarzinomes verbunden, aber aufgrund der
Ergebnisse der Untergruppen sind weitere Untersuchungen erforderlich, um die divergenten
Ergebnisse zu bestatigen. [253]. Eine hohe Expression von EpCAM ist in primaren Karzinomen
mit einer schlechten Prognose verbunden [237]. Das EpCAM-Protein ist im tumorassoziierten
Stroma der Prostata, im Vergleich zu den entsprechenden normalen Geweberegionen
derselben Patienten, hochreguliert [254]. Der Einfluss der EpCAM-Expression auf Signalwege
im Tumormikromilieu, vor allem dem mTOR-Signalweg [255], kbnnte auch durch Exosomen
vermittelt sein. Die Unterschiede im Expressionsverhalten in Exosomen von Prostata-
Normalfibroblasten und Prostata-Tumorfibroblasten sind hier allerdings zu gering, als dass sie
die These stitzen kdnnen.

CAO9 ist nicht vorhanden und spielt damit auch fur diese Zelllinien keine Rolle. Oft beschrieben
ist die extrazellulare Ansauerung in vielen Malignomen, hauptsachlich zurtickzufiihren auf die
metabolischen Reprogrammierung von Tumorzellen, sowie verbunden mit der Expression von
Carboanydrasen oder Protonenpumpen durch maligne Tumorzellen. So wurde auch schon
nachgewiesen, dass bei aggressiven Prostatakarzinomen, die hin zu einem anabolen
Stoffwechsel umprogrammiert wurden, die extrazellulare Ansduerung hauptsachlich durch

Stromazellen vermittelt wird [256)].

Der Vergleich der Expression von zell-, exosomen- und tumorspezifischen Proteinen in
Zelllinien von Tumoren der Niere, der Blase, sowie der Prostata verdeutlichte die bereits

beschriebenen [257-262] Unterschiede zwischen den Entitdten. Fir die urologischen

124



Tumorentitaten Niere, Blase, Prostata gibt es publizierte Daten, die belegen, dass Exosomen
eine entscheidende Rolle bei der Tumorprogression spielen [263].

Die Qualitatskontrolle durch die Detektion der Expression eines Marker-Panels zell- und
exosomenspezifischer Proteine zeigte in allen Proben, dass die Expression von
zellspezifischen Proteinen in den Exosomenproben abnimmt, wahrend die Expression von
exosomenspezifischen Proteinen in Exosomenproben zunimmt — was insgesamt fur eine
erfolgreiche Isolation von Exosomen aus Zellkulturiberstanden spricht. Die Detektion der
Haushaltsproteine (3-Aktin und GAPDH zeigt auch hier, dass sich die Signale im erwarteten
Bereich (45 kDa und 37 kDa) befanden und somit auch fir die anderen detektierten Proteine
keine Verschiebung hin zu anderen, als den erwarteten, Gro3enbereichen zu erwarten ist. Bei
Betrachtung der Starke der Proteinexpression von B-Aktin fallt auch hier auf, dass B-Aktin
innerhalb der Zellproben und innerhalb der Exosomenproben jeweils gleich stark exprimiert
wurde, aber die Exosomenproben hinsichtlich der Zellproben eine verringerte Expression
zeigen. Bei Betrachtung der Expressionsstirke von GAPDH zeichnet sich eine deutlich
inhomogenere Expression ab. Aber auch bei GAPDH ist die Expression in den
Exosomenproben etwas geringer, mit Ausnahme von T24 (Expression etwas héher) und BPH
(Expression in etwa gleich). Die Unterschiede zwischen Zellen und Exosomen ergeben sich
aus der Tatsache, dass Exosomen innerhalb der Zelle prozessiert werden und die
Haushaltsproteine als Teil des Zytoskelettes sowie des metabolischen Komplexes [264, 265]
nicht zwingend in die Exosomen eingebaut werden. Die Uberexpression in 786-O- und T24-
Exosomen ruhrt aus einer verringerten Reinheit der Exosomenisolate, erkennbar an den
Expressionssignalen von Calretikulin.

Losliches CD147 wurde in Gewebekulturiiberstanden als Protein mit voller Lange (full length
protein) oder als ein Spaltprodukt, das die extrazellulare Domane enthalt, gefunden [179].
Losliches CD147 wurde auch schon in Mikrovesikeln (Exosomen) nachgewiesen [266 — 268].
Die Prasenz von CD147 in konditioniertem Medium ist maf3geblich auf die Freisetzung und
anschliel3ende, zeitabhangige Degradation dieser Partikel zuriickzufihren. So handelt es sich
bei den in Exosomen nachgewiesenen CD147-Proteinen um die I6sliche oder
membrangebundene und freigesetzte Form von CD147. Wobei mit dieser Methode nicht
bestimmt werden kann, ob sich das lésliche CD147 frei im Losungsmittel befindet, aus dem
Lumen der lysierten Exosomen stammt oder membrangebunden ist. CD147 wird eine zentrale
Funktion bei der Vesikelfreisetzung zugeschrieben [269]. Eine Freisetzung durch Proteolyse
kann ausgeschlossen werden, denn bei den CD147-Proteinen, die bei in
Zellkulturiberstéanden absedimentierten Proben detektiert wurden, handelte es sich um die
intakte Form mit N- und C-Terminus [270].
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CD70 wird in der einschlagigen Literatur vor allem im Zusammenhang mit der Immunantwort
im Nierentumor und Prostatakarzinom beschrieben [138, 271, 272]. Das erwartete
Expressionssignal fir CD70 bei 21,1 — 23,4 kDa [273] ist im Zelllysat von T24 und HCV29 klar
nachweisbar, im Zelllysat von HEK und VCap aber sehr schwach ausgepréagt, und im Zelllysat
von 786-0 und BPH nicht nachweisbar. In den Exosomen ist CD70 bei keiner dieser Zelllinien
exprimiert. In Exosomen wird dieses Protein in der nativen Form (20 — 30 kDa) wéahrend der
Biogenese von Exosomen aussortiert, nicht einsortiert oder gespalten. Das Signal bei unter
17 kDa, dass in Exosomen von T24 und VCap sowie in Zellen von HEK detektiert wurde,
konnte auf das membranstandige Spaltprodukt oder die Splei3variante von CD70, dass eine
Grolie von circa 7 kDa [274] hat, hinweisen.

CA9 ist vor allem in Exosomen von T24 und BPH nachweisbar und kommt dort in zwei
Varianten mit Molekulargewichten von 50 und 55 kDa vor. In Exosomen von HEK und HCV29
wird CA9 zum Grol3teil, und in Exosomen von 786-O und VCap vollstdndig, ausgeschlossen.
Bemerkenswert ist, dass CA9 in den Zelllysaten von Nieren- und Blasentumorzelllinien in der
50-kDa-Form auftritt, und in den Zelllysaten der Prostatatumorzelllinien sowohl in der 50-kDa-
Form als auch in der 55-kDa-Form. Dahingegen sind in der Exosomenprobe der
Blasentumorzelllinie T24 wieder beide Varianten vorhanden, was flr eine verstarkte
Einlagerung der 55-kDa-Form in T24-Exosomen spricht. CA9 ist Uber seine Enzymaktivitat
und/oder nichtkatalytische Mechanismen an vielen Schritten der Tumorprogression beteiligt
und fahrt in der Tumormikroumgebung vieler Tumorentitaten zu regionaler Hypoxie und
Azidose. Das fuhrt dazu, dass Tumorzellen in die Lage versetzt werden, Angiogenese zu
fordern, den eigenen Stoffwechsel umzugestalten, invasiv zu werden, die Fahigkeit zu
metastasieren erwerben und Resistenzen zu entwickeln [151, 275]. Eine starke prognostische
Aussagekraft hat exosomales CA9 vor allem im klarzelligen Nierenzellkarzinom [276], der hier
gemachte Vergleich zwischen einzelnen Zelllinien spiegelt nicht die Heterogenitat von

Tumoren in-vivo wider.

5.2. Charakterisierung von Exosomen aus Gewebe

Obwohl etablierte Zelllinien effektive Modelle fur In-vitro-Studien darstellen, unterscheiden sich
diese Modelle aufgrund der Selektion nach Explantation der Tumoren und fehlender
Kommunikation innerhalb der Tumormikroumgebung oft erheblich von In-vivo-Situationen.
Daher wurde sich bei den nachfolgenden Untersuchungen weiter auf Primartumorgewebe von
Patienten konzentriert. Wegen der viel starkeren Zell-Zell-Kontakte innerhalb eines
Zellverbandes stellt die Extraktion und Reinigung von Exosomen aus Geweben eine grol3e
Herausforderung dar. Bisher gibt es nur wenige Daten zur Isolierung von Exosomen aus

Nierengewebe. Zieren et al. berichteten Uber die Isolierung von Exosomen basierend auf
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Kollagenasebehandlung, differentieller Zentrifugation und Filtration mit 800-nm- und 450-nm-
Filtern, gefolgt von Ultrazentrifugation [277]. Im Gegensatz dazu basierte das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Protokoll auf einem Dichtegradienten ohne mechanische
Filter. Nach bestem Wissen war dies zum Zeitpunkt der Verdffentlichung [278] der erste Bericht
Uber die erfolgreiche Isolierung von Exosomen aus tumorésen und normalen
Nierengewebeproben basierend auf Ultrazentrifugation in Kombination mit einem
Saccharosegradienten. Durch die Anwendung eines Saccharosegradienten zur Verringerung
der im Nierengewebe vorhandenen Verunreinigungen wurden die entsprechenden Exosomen
erfolgreich in hoher Konzentration und Reinheit isoliert, wie durch Western Blot, TEM und NTA
bestatigt werden konnte. Dabei etablierte sich 1,3 M Saccharose als optimale Konzentration.
Der Vergleich mit Exosomen aus Zellkultur zeigte Unterschiede in der Expression der
tumorspezifischen Markerproteine. Die Verifizierung der isolierten Exosomen basierte auf den
aktuellen Qualitatsstandards und Richtlinien zur Charakterisierung extrazellularer Vesikel [88].
Neben der GrélRe spielt die Quelle der Exosomen eine wichtige Rolle bei der Auswahl der
Isolierungsmethode. Das verwendete Isolierungsprotokoll wurde optimiert, um das
bestmogliche Verhaltnis von Reinheit und Konzentration zu erhalten und gleichzeitig kosten-
und zeiteffizient zu sein [277,279,280].

Die Expression tumorspezifischer Marker auf Exosomen spiegelt den zellularen Ursprung
dieser extrazellularen Vesikel wider [281]. Um zu bestatigen, dass die durch Western Blot
nachgewiesenen Proteine aus den Tumorzellen stammten, wurde eine immunhistochemische
Farbung durchgefiihrt. Die Expression von EpCAM variiert jedoch signifikant in normalem
Nierengewebe [282] und reichte in den untersuchten Tumorproben von mafig bis stark, war
aber in ihren Exosomen angereichert. Die hier gewonnenen Daten zeigen, dass die EpCAM-
Expression in Nierentumorgeweben prinzipiell nicht stérker war als in normalem Gewebe.
Nach Verdau und Zentrifugation wurden in den einzelnen Fraktionen des
Saccharosegradienten nur Spaltprodukte von EpCAM nachgewiesen. Die l6sliche Form von
EpCAM ist die extrazellulare Doméane, die durch Spaltung zwischen ala243 und gly244 erzeugt
wird. Diese Veranderungen wurden bereits in friheren Studien beschrieben [238 — 240, 283].
Proteinspaltung tritt haufig in Tumoren aufgrund von Dysregulation des Zellmetabolismus
wahrend der Tumorentstehung auf [284, 285]. Wahrscheinlich wird die intakte Exodomane von
EpCAM in léslicher Form wiedergewonnen und in der Exosomenfraktion im NZK angereichert.
Die EpCAM-Expression nimmt jedoch wahrend der zellularen Dedifferenzierung ab.
Entsprechend konnte in einer aktuellen Studie nachgewiesen werden, dass die Expression
von EpCAM auch bei aggressiveren Nierenzellkarzinomen abnimmt [286]. Da EpCAM auf

Exosomen schwach exprimiert und sowohl in Tumoren als auch in normalen Geweben
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heterogen exprimiert wird, ist es fir den Tumornachweis unter Verwendung von Exosomen

nicht geeignet.

Um diese Einschrankungen von EpCAM zu tiberwinden, wurden die Proteine CD147, CA9 und
CD70 als potenzielle Tumormarker fir das klarzellige Nierenzellkarzinom ausgewahlt und auf
ihr Prognosepotenzial hin getestet. CD147 ist hochgradig homolog zu Proteinen der
Immunglobulin (Ig)-Superfamilie, und ist Uber die Regulierung der Glykosylierung und die
Induktion von Proteinasen an Matrixdegeneration, Tumorzellinvasion, Metastasierung und
Angiogenese Dbeteiligt [287]. Sowohl CD147 als auch sein Ligand MMP-9 (Matrix-
Metalloprotease-9) werden in NZK tberexprimiert [288,289]. Die Hochregulation von CD147
in Tumorzellen ist mit schlechten Prognosen verbunden [290,291]. Dariber hinaus wird CD147
bei mit Sunitinib behandelten Patienten und in Sunitinib-resistenten 786-O-Zellen
uberexprimiert [292]. In Ubereinstimmung mit anderen Studien [293,294] deuten die hier
gezeigten Daten darauf hin, dass auch Teile des normalen Gewebes CD147 exprimieren.
Allerdings war die Expression in den tumorassoziierten Exosomen stark erhoht, was ihre Rolle
als mutmabllicher Marker fiir NZK-freigesetzte Exosomen unterstitzt. Die Expression von

CD147 in Exosomen normaler Zellen muss weiter untersucht werden.

CA9 ist im klarzelligen NZK gut charakterisiert [295]. Die starke Uberexpression von CA9 in
den untersuchten Tumorproben bestétigte die Ergebnisse friherer Studien [295].
Carboanhydrasen kdnnen die renale Ansauerung erleichtern, da die Konzentrationen von CO-
und HCOs3; voneinander abhangig sind. CA2 und CA4 kommen in gesunden menschlichen
Nieren vor, wahrend CA9 nur in Tumorgewebe vorhanden ist [149, 296, 297]. Obwohl in
bestimmten Fallen durch Western Blot und Immunhistochemie eine schwache Expression in
den Tubuli von normalem Gewebe nachgewiesen wurde, wurde festgestellt, dass CA9 auf den
Exosomen von normalen Zellen schwach exprimiert wird. Im Gegensatz dazu zeigten
Tumorzellen eine starke Expression von CA9, die auf den Exosomen des Tumors weiter erhdht
war. IHC bestétigte die starke Expression in den NZK-Tumorproben. Die Ergebnisse von
Stillebroer et al. zeigten, dass dieser Marker bereits als diagnostisches und therapeutisches
Target genutzt werden konnte [298]. CD70 wurde auch im klarzelligen NZK exprimiert [299].
CD70 stellt einen Liganden von CD27 dar und spielt eine wichtige Rolle bei der Erzeugung
und Aufrechterhaltung der T-Zell-lImmunitdt. Nach der CD27-Bindung induziert CD70 die
Proliferation ko-stimulierter T-Zellen und I8st die Bildung zytolytischer T-Zellen aus [300,301].
Zusatzlich zu seiner physiologischen Funktion scheint CD70 auch mit der Tumorentstehung
zu interagieren. Die konstitutive Expression von CD70 wurde bei verschiedenen soliden

Tumortypen, insbesondere im klarzelligen NZK, beschrieben [302]. Innerhalb dieser Arbeit
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wurde das diagnostische Potenzial von CD70 eindeutig bestétigt. Die schwache Expression
von CD70 in normalem Gewebe durch Western Blot wurde durch IHC nicht bestétigt, was

darauf hinweist, dass normale Epithelzellen in der Niere kein CD70 exprimierten.

5.3 Charakterisierung von Exosomen aus Blutplasma

Die Untersuchungen an Zellen und Gewebe zeigen, dass Exosomen sowohl im In-Vitro-Modell
als auch in-vivo zuverlassig isoliert werden kénnen, und dass diese Exosomen bestimmte
tumorassoziierte Proteine beinhalten. Fur eine potenzielle Nutzung von ,Tumor-Exosomen®
als prognostische oder diagnostische Marker ist es wichtig, welche biologische Probenart
gewahlt wird und zu welchem Zeitpunkt die Probe genommen wird. Hier sind die bereits
untersuchten Gewebeproben von den Flussigbiopsien abzugrenzen. Der klare Vorteil von
Flussigbiopsien, wie zum Beispiel Liquor, Speichel, Blut oder Urin, ist, dass diese
minimalinvasiv und ohne Operation gewonnen werden kénnen. Das schont die Patienten und
wirde sich ideal zur Frilherkennung oder zur postoperativen Uberwachung eignen. Ein
Nachteil ist, dass Exosomen, die in solchen Koérperflissigkeiten vorkommen, von mehreren
Organen und Geweben stammen kdnnen — ndmlich von all jenen, die direkt oder indirekt
Zugang zu diesen Korperflissigkeiten haben [303, 304]. Ein anderer Nachteil ist, dass die

tumorspezifischen Exosomen starken Verdunnungseffekten unterliegen.

Zu den Korperflissigkeiten, die sich im Zusammenhang mit urologischen Tumorerkrankungen
eignen, zahlen Urin und Blut. Die Wahl der Quelle, ob Blut oder Urin, richtet sich nach den
physiologischen Begebenheiten. Die Grol3e der Exosomen ist hgher als der Durchmesser der
glomerularen Poren [305, 306]. Im Vergleich zu Blut ist Urin eine weniger komplexe und relativ
sterile Bioflussigkeit, wobei das einzige relativ haufig vorkommende Protein Uromodulin ist
[307, 308]. Unter normalen physiologischen Bedingungen enthalt Urin nur wenige Zellen:
entweder Epithelzellen aus der Auskleidung des Urogenitaltrakts oder aus dem Blut
stammende Zellen, wie z. B. Inmunzellen. Der Urinliberstand besteht aus einer Mischung aus
I6slichen Faktoren, zellfreien Nukleinsduren und extrazellularen Vesikeln (EVs) [307 - 309].
Zudem ist anzunehmen, dass krankhafte Veranderungen der Niere diese durchlassig fir
groRere Molekile und Partikel macht [310]. Urin ist also prinzipiell eine vielversprechende
Quelle fir Exosomen als Biomarker fur Tumorkrankheiten [311]. Da der Hauptfokus dieser
Arbeit auf dem klarzelligen Nierentumor liegt und nicht ausgeschlossen werden kann, dass ein
erheblicher Prozentsatz an EV-Subpopulationen nicht in den Urin gelangen, féllt die Wahl der
Quelle fur Flussigkeitsbhiopsien auf das Blutplasma. EVs kénnen von mehreren Arten von
Nierenzellen, insbesondere Podozyten und proximalen/distalen Tubulus- und
Sammelrohrepithelien, in das glomerulare Filtrat abgegeben werden [312, 313]. Dieser

Mechanismus kann jedoch zu Verédnderungen der Vesikelmerkmale fuhren [314 — 317].
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Die Analyse von EVs in Plasmaproben wird mafR3geblich erschwert durch grof3e Mengen an
ko-isolierten Bestandteilen. Die Isolation von Exosomen aus Blutplasma mittels
Ultrazentrifugation ist hinreichend, um Exosomen in hoher Konzentration und mit hoher
Reinheit zu isolieren. Ein ausfuhrlicher Vergleich von Hina Kalra et al. Beschreibt, dass
Exosomen durch einfache UZ-Protokolle gewonnen werden kénnen und die Viskositéat des
Plasmas kein grol3es Problem darstellt. Dartiber hinaus deuten diese Experimente darauf hin,
dass Exosomen Uber einen Zeitraum von 90 Tagen stabil im Plasma in Losung bleiben, ohne
sich zu zersetzen [318]. Diese Blutplasmaexosomen tragen, wie viele andere EVs auch,
Merkmale ihrer Mutterzellen in sich oder auf ihrer Oberflache [319].

Die groRte Herausforderung besteht darin, die Ko-lsolation von Plasma-Proteinen zu
vermeiden [320]. Die differenzielle Zentrifugation kombiniert mit Ultrazentrifugation fuhrt haufig
zu einer Ko-Isolation von Albumin. Diese kdnnte durch eine zusatzliche GroéRenausschluss-
Chromatographie (englisch: SEC) minimiert werden. Exosomen kénnen durch SEC aus
Blutplasma ohne signifikante Menge an Albumin isoliert werden, aber nicht durch
Ultrazentrifugation. In beiden Fallen kdnnen Exosomen durch SEC oder UZ ohne signifikante
Albuminkontamination, wenn auch mit geringer Vesikelausbeute, aus dem Blut isoliert werden
[321, 322]. Die in einer Probe enthaltenen Proteine, hauptséchlich Albumin, die mit hoher
Haufigkeit dominieren und Peptidionen unterdriicken, die von Proteinen mit geringer Haufigkeit
stammen, schranken den zuverldssigen Nachweis durch proteomische Analysen ein [323,
324].

Proteine und Lipoproteinpartikel, die im Plasma enthalten sind, die physikalischen
Eigenschaften dieser Matrix (z. B. Viskositat und Dichte) und eine hohe Heterogenitat der EVSs,
die aus vielen verschiedenen Zelltypen im Blut stammen, erschweren die Suche nach
aussagekraftigen Biomarkern. Die Plasma-EVs stammen mehrheitlich aus Erythrozyten und
Blutplattchen [325]. Daher stellt die EV-Subpopulation, die untersucht und einem bestimmten
Tumortyp zugeordnet werden soll, méglicherweise nur einen kleinen Prozentsatz der
gesamten EV-Population dar, wobei dieser Prozentsatz zusatzlich von der Wahl des
Isolationsverfahrens abhangt. Dariber hinaus kann es aufgrund der Beschichtung der EVs mit
Glykoproteinen oder Glykolipiden zur Aggregation und zum Verlust dieser Aggregate wahrend

der Zentrifugationsschritte kommen [326].

Der Vergleich von Isolations-Kit und Ultrazentrifugation als Methoden der Wahl verdeutlicht,

dass sich beide Methoden gut eignen, um Exosomen bzw. Partikel im exosomentypischen
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Grol3enbereich zu isolieren. Aber beide Methoden kdnnen nicht verhindern, dass ein hoher
Anteil an Kontaminanten in den Proben verbleibt.

Um diesen Limitationen zu begegnen, richtet sich das Hauptaugenmerk in den Kapiteln 5.4
und 5.5 auf die Etablierung alternativer Methoden zur Analyse und Anreicherung von

Exosomen.

5.4 Chip-Technik

Nachdem zunéachst in vitro die Expression von tumorassoziierten Proteinen auf Exosomen
nachgewiesen werden konnte und auch der Transfer dieser Erkenntnisse in vivo gelungen ist,
steht im nachsten Schritt, hin zur Nutzung tumorabgeleiteter Exosomen als Biomarker in liquid
biopsies, der Transfer auf Blutplasmaproben an. Die qualitativ und semi-quantitativ
nachgewiesenen Expressionsmuster von spezifischen Proteinen auf Exosomen sollen durch
Verwendung einer quantitativen Messmethode untermauert werden. Aufgrund der genannten
Charakteristika von Exosomen gelten fiir quantitative, molekularbiologische Messmethoden
besondere Anforderungen. Vor allem wegen der geringen Gro3e, der hohen Diversitat und der
mitunter sehr geringen Konzentration der zu untersuchenden Exosomenpopulationen muss
die Methode dazu geeignet sein, hochsensitive und spezifische Messungen durchzufihren. In
den vergangenen Jahren wurden weltweit verschiedene Verfahren entwickelt, um
extrazellulare Vesikel hochauflésend und quantitativ zu untersuchen und Subpopulationen
sowie Ko-Expressionen bestimmter Proteine auf Exosomen in hoher Qualitat darzustellen.

Die meisten Entwicklungen konzentrieren sich auf die Kombination von Antikorper-Protein-
Interaktionen mit fortschrittichen physikalischen Methoden zur EV-Erkennung, was die
Charakterisierung einzelner EVs im Fokus hat und somit genauere Informationen Uber die

Grél3e, Konzentration und Proteinzusammensetzung von EVs bietet [327, 328].

Das System, das ausgewahlt wurde, basiert auf Nano-Chips, hochauflésenden Optiken und
integrierter Analysesoftware und istin der Lage, Exosomen aus unterschiedlichsten Lésungen
effizient zu binden sowie prazise zu quantifizieren. Die hiermit im Rahmen dieser Arbeit
gewonnenen Daten zeigen, dass Exosomen unabhangig von der Probenherkunft, ihrer
Konzentration oder der Probenbeschaffenheit effektiv an die Chips gebunden und ausgezahit
werden konnen. Sowohl die eingesetzten Exosomenproben aus der Zellkultur, die, nicht
zuletzt durch die gestaffelten Zentrifugationsschritte, eine hohe Reinheit aufweisen, als auch
die unbehandelten und mit organischen Molekilen (Lipide, Nukleinsauren, Plasmaproteine
etc.) angereicherten Blutplasmaproben kénnen eingesetzt und auf ihre Zusammensetzung
bestimmter Exosomensubpopulationen hin untersucht werden. Die Problematik, dass die

Masse an Plasmaproteinen, Lipiden und vesikeldhnlichen Strukturen [329] h&ufig einen
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komplexen Versuchsaufbau mit mehreren Reinigungsschritten und verschiedenen Techniken
erfordert, um die unerwiinschten Bestandteile auszusortieren, ohne dabei die
Untersuchungsobjekte zu verlieren, wird hiermit vermieden.

Auch aus Lésungen mit sehr geringer Exosomenkonzentration kénnen ausreichend viele
extrazelllulare Vesikel gebunden werden, um nachfolgend belastbare Untersuchungen
anstellen zu konnen. Der Vergleich von Proben aus Zellkulturiiberstanden vor und nach dem
Isolationsprotokoll zeigt zwar, dass aus den hochkonzentrierten Isolaten eine um drei
GréfRenordnungen héhere Zahl an Exosomen auf den Chips gebunden wird, dennoch aber
eine drei- bis vierstellige Zahl an Exosomen aus den unbehandelten Zellkulturiiberstéanden
charakterisiert werden konnte. Prinzipiell wére diese geringe Zahl an gebundenen Exosomen
dank der hohen Auflésung des Systems ausreichend fur weitergehende Charakterisierungen,
zumal die Expressionsmuster der Tetraspanine zwischen diesen beiden Probenarten fast
identisch ist. Ahnlich sieht es bei der Analyse der CD147-Ko-Expression aus. Hier stimmen
die Anteile der CD147-Expression auf den CD63-positiven, CD81-positiven und CD9-positiven
Subpopulationen der Proben aus Zellkulturiberstinden mit denen der Proben aus
konzentrierten Zellkulturexosomen tiberein. Uber den gleichzeitigen Knockdown von zwei oder
drei Mitgliedern der Tetraspanin-Familie (CD9, CD81 und TSPAN12) konnte in einer anderen
Arbeit bewiesen werden, dass Tetraspanine mit Proteinen der Matrix-Metalloproteasen-
Familie interagieren und diese vor lysosomalen Abbau schiitzen sowie deren Abgabe an die
Oberflache unterstitzen [330]. CD147 wiederum induziert Uber seine zytosolische Domane
die Expression von Matrix-Metalloproteasen. Beides zusammen genommen kénnte somit ein
Indiz fur eine indirekte Kopplung von CD147 mit den Tetraspaninen CD9 und CD81 sein. Die
Ko-Expression von CD9, CD81, CD63 und CD147 wurde bereits auf Exosomen anderer
Tumorentitaten nachgewiesen [331, 332].

Der Vergleich von Zellkultur und Plasma zeigt bezlglich der Expression von Tetraspaninen,
dass von einem gleichgrof3en Volumen bei den Exosomenproben aus Zellkultur um den Faktor
zehn mehr Exosomen gebunden werden als bei den Plasmaproben. Bemerkenswert ist, dass
CD63 im Plasma, anders als in Zellkultur, nicht sehr prasent ist. Stattdessen sind CD9 und
CD81 zumindest in-vivo aussagekraftigere Exosomenmarker Das ist ein weiteres Indiz dafur,
dass die Uber lange Zeit postulierte Bedeutung von CD63 als universeller Exosomenmarker
weiter abnimmt [333, 334]. Vergleicht man die Ko-Expression von CD147 mit Tetraspaninen
auf Exosomen aus Zellkultur mit Exosomen aus Plasma, so unterscheiden sich die totalen
Partikelzahlen CD147-positiver Exosomen zwischen den beiden Patientenproben sehr stark,
wahrend sie zwischen den beiden Zelllinien nah beieinander liegen. Jedoch, in beiden

Plasmaproben ist die CD147-Expression stark mit der CD9-Expression assoziiert. In der
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Zellkultur spiegelt sich dies nicht wider. Hier sind in der Zelllinie Caki2 keine der drei getesteten
Tetraspanine in besonderem Mal3e mit CD147 assoziiert. In der Zelllinie 786-0O ist eine klare
Abstufung von einer hohen Ko-Expression von CD147 mit CD81 lber eine weniger hohe Ko-
Expression mit CD63, bis hin zu einer vergleichsweise niedrigen Ko-Expression mit CD9 zu
erkennen.

Das diagnostische Potenzial von CD147/CD9 doppelt-positiven Partikeln zur Uberwachung
des Tumorstatus nach der Operation und wahrend der Chemotherapie oder zur
Friherkennungstest wurde bereits untersucht und bestétigt [335].

Die Sekretion von Exosomen wahrend der Differenzierung von Tumorstammzellen wird
teilweise von CD147 kontrolliert, was die funktionelle Rolle von CD147 bei der Férderung der
Freisetzung von Exosomen wahrend der Tumorprogression unterstreicht [269]. Zusammen
genommen bedeutet dies, dass exosomales CD147 auch beim Nierenzellkarzinom als Marker
mit hohem Prognosepotential genutzt werden kann.

Die gespaltene Form von CD147 spielt unter anderem eine zentrale Rolle bei der Stimulierung
von Fibroblasten zur Induktion der MMP2-Aktivitat, wenn solche Zellen Zellkulturtiberstdnden
ausgesetzt werden [336]. Wobei noch zu klaren ware, inwieweit dieser Effekt von freiem

CD147 oder von exosomalem CD147 herrhrt.

Abweichend zu den in vivo Daten ist die CD147/CD81-Kolokalisation in Exosomen aus
Zellkulturiberstanden bezogen auf Exosomen aus Plasma Uberproportional ausgepragt, was
auf eine Diskriminierung von rein CD81-positiven Exosomen durch den Isolationsprozess
spricht. Die Griinde fur den Verlust von Exosomen durch Ultrazentrifugation kénnen vielfaltig
sein. Zwar hat Ultrazentrifugation als Isolationsmethode den grof3en Vorteil, dass rein nach
Groflle und Dichte selektiert wird. So sollten sich Verluste von Exosomen auf alle
Subpoplationen gleichermal3en beschranken. Doch zahlreiche Studien haben gezeigt, dass
die Ultrazentrifugation zu einer unvollstdndigen Sedimentation von Vesikeln oder der

Sedimentation von nicht-vesikularen Bestandteilen fiihrt [337].

Abgesehen von der Kolokalisation von CD147 mit CD9 in einer Plasmaprobe sind die
prozentualen Anteile von CD147 auf Tetraspanin-positiven Partikeln im Vergleich zu
Zellkulturproben immer geringer und zum Teil sehr niedrig. Beim in-vitro-Modell liegen die
Unterschiede mit grol3er Wahrscheinlichkeit am Isolationsprozess, bei dem Subpopulationen
verloren gehen kénnen. Beim Plasma kann es an der patiententypischen Physiologie, die sich
zwischen Patienten sehr stark unterscheiden kann, und der speziellen Zusammensetzung von

Blutplasmaexosomen (komplexe Zusammensetzung der Subpopulationen), liegen [338].
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Das Expressionsmuster von Tetraspaninen und Tumormarkern auf Exosomen im Blutplasma
von Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom ist stark mit der individuellen Physiologie

des Patienten gekoppelt und nicht auf ein gréeres Kollektiv Uibertragbar.

Daher ist bei der Analyse individueller Patientenproben das richtige Verdinnungsverhéltnis
entscheidend, um ein aussagekraftiges Ergebnis Uber die Verteilung der Subpopulationen und
die Kolokalisationen der Tetraspanine zu bekommen. Lediglich fir CD63 spielt die
Verdinnung in dem gewéhlten Schema keine Rolle, hier gleichen sich die absoluten Zahlen
der kolokalisierten Tetraspanine und die relative Verteilung der Expression der drei
Tetraspanine (CD63, CD81, CD9). Das kann daran liegen, dass CD63-positive
Exosomensubpopulationen unterreprasentiert sind und auch bei niedrigeren Verdinnungen
nicht zu einer Sattigung fiihren. Im Falle der CD81- und CD9-Antikérperdotierungsstellen fihrt
eine hohe Konzentration von Exosomen als Folge einer zu niedrigen Verdinnung der Probe
zu einer Ubersattigung mit einer Subpopulation. So ist auf der CD81-Dotierungsstellen die

CD81-Expression sowie auf der CD9-Dotierungsstelle die CD9-Expression, Uberreprasentiert

Die Messung mit einer Plasmaprobe eines weiteren Patienten mit Nierenzellkarzinom
offenbarte Unterschiede in der Verteilung der gebundenen Subpopulationen und der
Kolokalisationen der Tetraspanine auf diesen Subpopulationen. Dies verdeutlicht die
Individualitat des Patienten. Fir das eigentliche Ziel, die individualisierte Diagnostik und
Therapie, ist eine solch prazise Differenzierung auf den ersten Blick vorteilhaft. Die
,klassischen“ Exosomenmarker CD9, CD63 und CD81 sind nicht gleich haufig in sEVs von
allen Zelltypen vorhanden [339]. Die Heterogenitat und Haufigkeit von CD9, CD63 und CD81
in Exosomen weist auf eine begrenzte Verwendung dieser Tetraspanine als Biomarker fir
Exosomen, die von verschiedenen Zelltypen stammen, hin [340]. Es bleibt das Dilemma, dass
vor dem Einsatz exosomenbasierter Diagnostik universelle Erkenntnisse Uber spezifische
Merkmale tumorassozierter Exosomen gewonnen werden mussen und diese gleichzeitig zur

Analyse des Gesundheitszustandes geeignet sein mussen.

Beim Transfer von In-vitro-Experimenten zu In-vivo-Experimenten gilt es ebenso zu beachten,
dass es innerhalb eines Experimentes mit mehreren miteinander agierenden Komponenten
bei verschiedenen Flussigkeiten aus unterschiedlichen biologischen Quellen zu qualitativ
voneinander abweichenden Ergebnissen kommen kann. Wie bei der quantitative Auswertung
der Expressionsdaten der Tumormarker (PD-L1, CD147, CA9) auf Exosomen der Zelllinie
Caki2 und einer Blutplasmaprobe zu erkennen ist, weichen die Expressionsraten der einzelnen

Tumormarkerproteine auf den jeweiligen Exosomensubpopulationen der Zellkulturprobe und
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der Plasmaprobe stark voneinander ab. Zieht man jedoch in Betracht, dass auf der MIgG-
dotierten Stelle der Plasmaprobe ein sehr starkes falsch-positives Signal fir CA9 gemessen
wurde, so scheinen die Unterschiede zur Zellkulturprobe nicht mehr ganz so grof3. Wiirde man
diese Messunsicherheit bei diesen experimentellen Rahmenbedingungen bertcksichtigen,
dann lagen die absoluten Partikelzahlen naher beieinander. Man kdnnte so die falsch-positiven
Signale in der Plasmaprobe heraus rechnen und so die relativen Expressionsmuster auf
Plasmaexosomen mit denen auf Zellkulturexosomen besser vergleichen. Allerdings kann in
diesem Falle auch nicht ausgeschlossen werden, dass die herausgerechneten, falsch-
positiven Signale von Partikel stammen, die auf dem Chip binden, und die im gleichen
Wellenlangenbereich wie die Tumormarker-Antikbrper autofluoreszieren. Genauso konnten
diese fluoreszierenden Tumormarkerproteine unspezifisch auf der Chipoberflache binden.
Beides hatte, neben den stérenden Signalen, zur Folge, dass die Bindung von Exosomen auf
den dotierten Stellen erschwert oder verhindert wird. Im Blut vorkommende Monozyten, die
reich an Tetraspaninen (z.B.: CD81, CD63, CD9) sein kénnen [341], waren mogliche
unerwinschte Interaktionspartner fur die Tetraspaninantikérper auf den Chips. Als Ursache
der vereinzelt auftretenden falsch-positiven Signale kdnnen sie allerdings ausgeschlossen
werden, da die GréRenbestimmung durch Interferenzmikroskopie lediglich Partikel mit weniger
als 200 nm Gré6Re nachgewiesen hat.

Es konnte sein, dass diese Ergebnisse durch Interferenzen mit heterophilen Antikérpern
verursacht werden. Heterophile Antikdrper, die Immunglobuline anderer Spezies erkennen,
sind in menschlichem Plasma und Zerebrospinalflissigkeit vorhanden und kodnnen
Immunoassays durch Kreuzbindung der Capture- und Detektionsantikdrper des Assays stdren
[342]. Heterophile Antikdrper sind schlecht definierte menschliche Antikérper, die durch nicht-
kompetitive Bindung, hauptsachlich an die Fc-Region von Assay-Antikorpern, einer Bindung
heterophiler Antikérper an andere Teile des Assay-Antikorpers (die ,Scharnier-Region),
Stérungen verursachen. Heterophile Antikdrper werden mit Pravalenzen von 0,2-15 % bei
kranken und hospitalisierten Patienten detektiert [343, 344].

Auch Interaktionen von Antikérpern in einem Gemisch aus verschiedenartigen Antikérpern
sowie die Uberlagerung der Fluoreszenzsignale konnen die Ergebnisse verzerren [345 - 347].
Es gibt vielfaltige Effekte von Fluorophor-Interaktionen, die bei quantitativen zellbiologischen
Messungen nicht Gbersehen werden dirfen. Fluorophore in einem Antikérpergemisch kénnen
eine ,Selbstléschung” von Fluoreszenzsignalen (sogenanntes ,quenching“) aufweisen und zu
einer verringerten Antikorperaffinitdt fihren. Dabei kdnnen sowohl dynamisches als auch
statisches Quenching auftreten [348]. Um diese Effekte zu vermeiden oder zu minimieren
sollten in einem Etablierungsprozess die einzelnen Antikorper und ihre Fluorophore

systematisch getestet, sowie das Mischungs- und Verdinnungsverhéltnis so angepasst
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werden, dass die genannten nachteiligen Effekte méglichst vermieden werden. Das schliesst
auch die Wahl alternativer Antikorper flr das gleiche Antigen mit ein. Alternativ zur
langwierigen Etablierung eines geeigneten Antikdrpergemisches aus drei tumorassoziierten
Antikdrpern mit voneinander abgrenzbaren Emissionsspektren, ist die Einzelfarbung. So
liefern die Farbungen von Plasmaproben ein und desselben Patienten mit Antikérpern gegen
CA9 oder CD147 auf zwei separaten Chips Messergebnisse ohne grol3e Signale aus anderen
Wellenldngenbereichen und mit minimalen unspezifischen Bindungen an der MigG-Kontrolle.
In beiden Fallen ist die Kolokalisation auf CD63-positiven Subpopulationen sehr gering.
Andere Arbeiten weisen zwar darauf hin, dass es im Rahmen des Glukosemetabolismus eine
molekularbiologische Verbindung von CD63 und CD147 gibt [349], jedoch scheint sich diese
nicht in den Exosomen widerzuspiegeln. Dagegen konnte die CA9-mRNA klar in CD63-
positiven Exosomen nachgewiesen werden [232]. Die translatierte Form dieser mRNA wurde
aber auch in anderen Arbeiten in geringen Konzentrationen zusammen mit CD63-Proteinen
nachgewiesen [350, 351]. CA9 ist sehr stark mit CD81 kolokalisiert, wahrend CD147, anders
als bisher beobachtet, gleichermaf3en stark mit CD81 und CD9 assoziiert ist. Dass CD147 vor
allem mit CD9 und CD81 und nicht mit CD63 kolokalisiert ist, war auch das Ergebnis anderer
Studien [330, 331]. Es sind auch um den Faktor zwei bis vier Mal mehr CD147-positive als

CA9-positive Exosomen auf den korrespondierenden Dotierungsstellen vorhanden.

Um die patiententypischen Unterschiede in der Proteinexpression besser zu verstehen und
die Heterogenitat der Exosomen-Subpopulationen innerhalb eines Patientenkollektives zu
charakterisieren, bietet es sich an, die Expression von Exosomenmarkern in Plasmaproben
von mehreren Patienten zu untersuchen und zu vergleichen. Die Relationen der
Exosomenmarker auf den drei Exosomen-Subpopulationen stimmen in etwa Uberein, wobei
zwei der drei getesteten Proben (Chip 017 + 040) besonders ahnlich sind. Das gleiche gilt fur
die absolute Zahl der tetraspanin-positiven Vesikel. Nur eine von drei Proben (Chip 002) hat
auf den CD63-positiven und CD9-positiven Subpopulationen ein anderes Expressionsmuster,
sodass man sagen kann, dass die Expressionsmuster von Tetraspaninen in einem Kollektiv

relativ homogen zu sein scheinen.

Trotz der Fille vielversprechender Ansatze fehlen noch grof3e Studien zum diagnostischen,
prognostischen und/oder pradiktiven Wert exosomaler Biomarker im Plasma. Schon
hinreichend beschrieben ist, dass die Expression von Tetraspaninen in pathologischen
Geweben und malignen pathologischen Geweben héher als in dem angrenzenden normalen
Gewebe ist [352]. Dieser Unterschied zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe sollte sich

dann auch im Plasma widerspiegeln [353]. Zu diesem Zwecke miussten in einer weiteren
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Versuchsreihe Plasma einer Patientenkohorte mit Plasma einer Kontrollkohorte an dem Chip
getestet werden. Beim Vergleich der Expressionsmuster zwischen den Kohorten und den
Probentypen ist zu beachten, dass diese Expressionsmuster spezifisch fir den Probentyp
sind, sich also das Expressionsmuster von Tetraspaninen in Biofluid und Gewebe deutlich
unterscheiden kann [354]. Tetraspanine sind prinzipiell dazu geeignet, selbst als diagnostische
Marker eingesetzt zu werden, jedoch erstreckt sich dieses Potenzial auf andere Tetraspanine
(z.B. CD151) als die hier untersuchten [355].

Die patiententypischen Unterschiede der Proteinexpression von CD147 auf Plasmaexosomen
sind innerhalb eines Patientenkollektives sowohl von quantitativer Natur als auch verbunden
mit diversen relativen Haufigkeiten auf den einzelnen Subpopulationen. Alle drei Proben
unterscheiden sich deutlich in der absoluten Anzahl der erfassten CD147-positiven Exosomen
auf den jeweiligen Bindungsstellen und lassen sich in Gruppen zusammenfassen. Bei
Betrachtung der relativen Haufigkeiten bestétigt sich hingegen, dass CD147 am starksten mit
CD9, gefolgt von CD81, kolokalisiert ist. CD63-positive Subpopulationen exprimieren wenig
bis keine CD147-Proteine. Die gemessenen Signale fluktuieren alle im Bereich der durch den
MIgG-Spot festgelegten Nachweisgrenze.

Ein vielversprechender Ansatz ist es, ergdnzend zu diesem Versuch, das Experiment
umzudrehen — also mittels CD147-Antikorper Vesikel zu binden und die Expression
bestimmter Proteine zu untersuchen (siehe Kapitel 5.5). Im klarzelligen Nierenzellkarzinom
konnte anhand von zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen werden, dass CD147 (und CA9)
dazu geeignet sind, eben diese Zellen effektiv zu binden und damit klinisch zu nutzen [356].
Die gezielte Hemmung von CD147 in den Zellen reduziert seine Expressionsniveaus innerhalb
der Exosomen und verringert die Fahigkeit dieser Exosomen die Tumorprogression zu fordern
[357]. Der nachste Schritt ware also, dies auch bei urologischen Tumoren zu untersuchen und
Zu testen, ob die Beeinflussung von exosomalen CD147 auch ein therapeutisches Potenzial

eroffnet.

5.5 Anreicherung von Exosomen durch magnetische Beads

Die Ergebnisse der quantitativen und qualitativen Charakterisierung von tumorabgeleiteten
Exosomen deuten darauf hin, dass die tumorassoziierten Proteine CD147 und CA9 auf
Exosomen in vivo stabil exprimiert werden und sich damit als Zielproteine fur ein Verfahren
zur gezielten Anreicherung von Exosomen aus liquid biopsies von Patienten mit klarzelligen
Nierenzellkarzinom eignen. Dazu ist es nétig, ein System zu verwenden, dass in der Lage ist,
spezifisch Exosomen mit dem Zielprotein in ihrer Membran zu binden und letztendlich aus der

zu untersuchenden Probe anzureichern. Magnetische Beads lassen sich entsprechend
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modifizieren und stellen ein erprobtes System, das diese Anforderungen erflillt, dar [202, 358
- 360].

Die Isolation von Exosomen mittels antikdrperdotierter, magnetischer Beads war erfolgreich.
Die Bildgebung mittels TEM gestaltete sich allerdings von Beginn an schwierig, da es im
Verlaufe des Anheftung- und Fixierungsprozesses zu Problemen kam. Die mikrometergrof3en
Beads hafteten nicht so effizient auf den kohlebeschichteten Kupfergittern wie die
nanometergrof3en extrazellularen Vesikel. Es hat aber den Anschein, dass sich die Exosomen
erfolgreich Uber die Strepatividin-Biotin-Bindung an die magnetischen Beads gebunden haben
und als ringférmige Strukturen im TEM zu sehen sind. Zumindest erscheinen auf den TEM-
Aufnahmen vesikelartige Strukturen mit einer Gréf3e von unter 100 nm. Diese scheinen fadig
zusammen zu hangen und von kreisrunden Strukturen zu stammen. Es sieht so aus, als ob
die mikrometergroRen Beads auf der Tragerschicht haften und durch die nachfolgenden
Dehydrationsschritte dergestalt denaturieren, dass die vormals kugelformigen Gebilde

aufreiRen, verformen, oder verklumpen.

Wegen der irreversiblen Bindung der biotinylierten Antikorper an das Streptavidin der
magnetischen Beads ist es nicht mehr méglich, die gebundenen Exosomen nach der
Anreicherung wieder zu l6sen, um sie nach dem bewahrten Verfahren bildlich darzustellen.
Alternativ bestiinde die Mdglichkeit, ein modifizertes Verfahren zur Biotinylierung von
Antikérpern zu verwenden, dass die enzymatische oder biochemische Trennung der Biotin-
Streptavidin-Bindung zu einem beliebigen Zeitpunkt erlaubt. Damit kdénnten die fixierten
Exosomen nach dem Anreicherungsschritt wieder von den Beads geldst werden [361].

Denkbar ist es auch, die Komponenten beizubehalten und durch Rasterelektronenmikroskopie
alle Ebenen dreidimensional, statt wie hier zweidimensional, abzutasten. Oder es kdénnten
mittels Kryoelektronenmikroskopie die Exosomen-Bead-Komplexe in Lésung thermisch fixiert

und nahe am nativen Zustand untersucht werden [362 - 365]

Eine dritte Option bestinde darin, die Exosomen-Bead-Komplexe einzubetten, davon
Ultradinnschnitte anzufertigen, und diese dann unter dem Elektronenmikroskop zu
untersuchen. Dafiir werden die Proben zunéchst fixiert, dehydriert, eingebettet, in diinne
Nanometer-Schnitte geschnitten und far die Bildgebung auf einem
Kohlenstoffbeschichtungsgitter aufgebracht. Mit dieser Technik lassen sich zusatzlich tber die
Immungoldmarkierung EV-Proteine markieren und unter dem Elektronenmikroskop sichtbar
machen. Auf diese Weise lieRen sich sogar die Methoden der Mikroskopie und des
Westernblots miteinander kombinieren [362, 364 - 366].
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Mit den genannten optionalen Methoden héatten die angereicherten Exosomen grafisch
dargestellt werden konnen. Da aber die Uberpriifung des Isolationserfolges durch
verschiedene Methoden (TEM, NTA, Westernblot) in diesem Projekt hinlanglich beschrieben
und angewandt wurde, beschrankte sich die Uberprifung hier auf die Untersuchung der

Expressionsmuster via Westernblot.

Aus den Westernblotergebnissen ist klar zu erkennen, dass die Methode, magnetische Beads
mit gekoppelten CD63-Antikérpern zum Abfangen und Anreichern von CD63-positiven
Exosomen zu nutzen, funktioniert und erfolgreich in Zellkulturexperimenten getestet werden
konnte. Jedoch ist die Expression von CD147 auf diesen nicht nachweisbar bzw. dulRerst
schwach ausgepragt. Auch in anderen Arbeiten, in denen Exosomen mit Beads abgefangen

wurden, war CD147 eindeutig hachweisbar, wurde aber nicht sehr stark exprimiert [367].

Auch das Abfangen und Anreichern von CD147-positiven Subpopulationen mit gekoppelten
CD147-Antikorpern funktioniert im Zellkulturexperiment. Der Vergleich von CD63-Expression
auf mit CD63-positiven Beads angereicherten Exosomen mit der CD63-Expression auf mit
CD147-positiven Beads angereicherten Exosomen bestétigt die Ergebnisse aus Kapitel 4.5.2,
wo die Ko-Expression von CD147 und CD63 sehr gering ist. Demnach bilden CD147-positive
Exosomen eine sehr kleine Subpopulation. Die Ko-Expression von CD63 und CD147 ist auf
Exosomen sehr gering.

Entgegen der vorherigen Beobachtungen, aber entsprechend der Beschreibungen in der
einschlagigen Literatur [350, 368 - 370] sind die CD63- und CD147-Subpopulationen aus 786-
O Zelllinien Klar positiv fir CA9. Dabei unterscheiden sich diese Subpopulationen nochmals
untereinander in ihrer CA9-Expression. In der Zellkultur werden beide Isoformen der CA9-
Proteine in der CD63-Subpopulation integriert, hingegen in der CD147-Subpopulation nur die
50-kDa-Form. Die CA9-Expression in 786-O Zelllinien war, wo sie nachgewiesen werden
konnte, immer sehr schwach ausgepréagt [350]. Dass diese CA9-Expression in den nur durch
Ultrazentrifugation angereicherten Exosomen nicht detektiert wurde, spricht fir eine
Anreicherung dieser Subpopulation auf ein Maf}, das Uber der Nachweisgrenze der

Westernblotmethode liegt.

CD70 hingegen wird in den CD63-positiven Subpopulationen nicht exprimiert. Das bestétigt
wiederum die Ergebnisse aus den Kapiteln 4.1.3.2 und 4.2.3.1, wonach CD70 in Zelllinien

nicht nachgewiesen werden konnte, aber in den Gewebeproben bestétigt wurde. Die Auswahl
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von mehreren Zelllinien spiegelt demnach bei weitem nicht die Heterogenitat der

Tumorgewebe wider.

Der Transfer des In-vitro-Modells auf ein In-vivo-Modell, also von Zellkulturproben auf humane

Blutplasmaproben, war ebenso erfolgreich.

Die mit CD63 angereicherten Plasmaexosomen erfiilliten die Vorgaben der MISEV-Guidelines.
Folglich beweist das eine erfolgreiche Anreicherung. Eine Unterscheidung zwischen gesund
und krank scheint mdglich, denn die angereicherten Tumorexosomen aus Plasma haben
allgemein einen hoheren Proteingehalt bei gleichem Plasmavolumen, sowie eine hohere
Expression der Tumormarker CD147 und CD70.

Beispielsweise ist eine Strahlenbehandlung in der Lage, das Ausmalfd der Exosomensekretion
durch Tumorzellen zu erhéhen. Das progressionsférdernde Potenzial von tumorabgeleiteten
Exosomen bei Krebspatienten wird durch die Beobachtungen gestitzt, dass bei Patienten mit
fortgeschrittenen Karzinomen der Brust oder des Eierstockes, die Menge an zirkulierenden
Exosomen mit und ohne Tumormarkern viel hdher ist als bei Patienten mit weniger
fortgeschrittenem Karzinom. Die Menge dieser Exosomen nimmt mit der Tumorprogression zu
[371, 372].

Neben stressinduzierter Erhéhung der Vesikelsekretion durch therapeutische Mafinahmen
(Strahlen- oder Chemotherapie), haben auch Liganden und Proteine einen Einfluss auf den
Vesikelgehalt im Blutplasma [373, 374]. Einiges deutet darauf hin, dass der
Gesamtplasmaspiegel von Exosomen bei Tumorpatienten den Krankheitsverlauf, das

Tumorstadium und das Ansprechen auf die Therapie widerspiegelt [375, 376].

Alix, Syntenin sowie CA9 sind in Plasmaexosomen nicht valide nachweisbar. Syntenin ist Teil
einer speziellen Maschinerie, die sowohl die Produktion als auch die Aufnahme von
sekretierten Vesikeln steuert und den exosomalen Austausch unterstiitzt. Syntenin dient unter
anderem als Schlusselkomponente fir die Internalisierung makromolekularer Fracht in Zellen
[377] und spielt deshalb bei der Exosomenbiogenese eine bedeutende Rolle. Weiterhin ist
bekannt, dass Phosphatidsadure mit Syntenin interagiert, was die Rekrutierung von Syndecan,
CD63 und ALIX in der Membran ausldst und den Knospungsprozess von entstehenden
intraluminalen Vesikeln (ILVs) innerhalb der multivesikularen Korper (multivesicular bodies =
MVBSs) stimuliert [378]. Dass Alix und Syntenin ein wesentlicher Bestandteil von Exosomen
sind, gilt auch fur die im peripheren Blutsystem, und sogar in der zerebrospinalen Flussigkeit,
vorhandenen Exosomen zu [379, 380]. Syntenin und Alix sollten also in einem représentativen

Gemisch aus Exosomensubpopulationen nachweisbar sein. |hr Fehlen spricht fir die
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Selektivitdt des Anreicherungsverfahrens, die dazu fihrt, dass ein betrachtlicher Teil an
Subpopulationen aussortiert wird. Damit besitzen die angereicherten Subpopulationen keine
Alix- und Syntenin-Proteine oder deren Konzentration ist so gering, dass sie unter der
Nachweisgrenze liegen. CA9-Proteine werden nachgewiesenermal3en in Exosomen
exprimiert, sie fordern zum Beispiel die Angiogenese durch Tumorgewebe im klarzelligen
Nierenzellkarzinom [350, 381]. Dass sie hier nicht nachgewiesen wurden, liegt in diesem Fall

offensichtlich daran, dass diese nicht mit CD63 kolokalisiert sind.

Da es sich in Kapitel 4.5 herausgestellt hatte, dass CD9 in Plasmaexosomen weit verbreitet
sind, lag es nahe, beim Anreicherungsverfahren von Exosomen aus Blutplasma CD9 als
Zielprotein zu nutzen.

Die Expression von Tetraspaninen im Blut variiert ortsabhangig und korrelliert mit den im Blut
befindlichen Zellen (z.B. B-Lymphozyten) und Vesikeln (z.B. Exosomen). Im peripheren Blut
ist die Expression von CD9 in der Regel niedriger als die Expression von CD63 [382]. Im
Versuchsteil Kapitel 4.6 zeichnet sich dagegen ein abweichendes Expressionsmuster ab. In
den mit CD9 angereicherten, Plasmaexosomen war CD63 nicht nachweisbar, aber CD9 sehr
prasent. Fiur dieses Ergebnis kommen mehrere Erklarungsmoglichkeiten in Betracht.
Mdoglicherweise handelt es sich um eine Mischung aus zellularen und extrazellularen
Artefakten im Blutplasma, die sich nicht entfernen lie3en. Denn CD9 wird von allen wichtigen
Untergruppen von Leukozyten (B-Zellen, CD4+-T-Zellen, CD8+-T-Zellen, natirliche
Killerzellen, Granulozyten, Monozyten und Makrophagen sowie unreife und reife dendritische
Zellen) und auch in hohem Malf3e von Endothelzellen exprimiert [383] .

Auch die Herkunft, bzw. die Quelle, der biologischen Proben wirkt sich auf die Ergebnisse der
Expressionsmessungen aus. Die CD9-Konzentrationen kdnnen zwischen konditionierten
Zelllinienmedien, Krebspatienten und gesunden Spendern, erheblich variieren. In
Plasmaproben spielt die Verarbeitungszeit nach der Blutentnahme eine wichtige Rolle. Zu
einem spéateren Zeitpunkt verarbeitete Plasmaproben weisen einen hdheren Gehalt an CD9-
Proteinen auf, was darauf hindeutet, dass EVs von (Blut-)Zellen freigesetzt werden [384, 385].
Es ist auch mdglich, dass die Anreicherung mit CD9-positiven und CD63-positiven Beads zwar
gut funktioniert hat, die Effizienz in Plasma aber so gering war, dass die Konzentration an
CD63 unter der Nachweisgrenze flr Westernblot liegt. Diese liegt im Falle der
Westernblotmethode im hohen ng/mL-Bereich [386]. Fiur eine allgemein erfolgreiche
Anreicherung spricht der Vergleich von CD9 mit Zellmarkern GM130. Fir ein abweichendes
Expressionsmuster der Tetraspanine kdnnen zudem alternative Genexpressionen der

entsprechenden Gensequenzen ursachlich sein [387 - 389].
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5.6 Limitationen

In dieser Arbeit gab es einige Einschrankungen. Die Menge an Gewebeprobenmaterial war
begrenzt, insbesondere bei Proben des Normalgewebes. Daher konnten nicht alle Marker in
allen Proben und im Vergleich zum angrenzenden Normalgewebe untersucht werden.
Vergleichbares gilt fir die Untersuchungen im Blutplasma. Diese wurden hauptséachlich im
Rahmen der Etablierung des chipbasierten Analysesystems eingesetzt und lassen sich nur

bedingt mit den, vor allem durch Westernblot, gewonnenen Erkenntnissen vergleichen.

Diese Studie stellt jedoch die bisher groRte Serie zur Untersuchung von Exosomen aus
primaren Geweben des klarzelligen Nierenzellkarzinoms dar. Auch die Anreicherung von
Exosomen aus peripheren Blutproben von Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinom ist
bisher einzigartig. Zukunftige Studien mit groReren Patientenkohorten, als Quelle fir humane

Gewebe- und Blutplasmaproben werden die Zuverlassigkeit dieser Ergebnisse erhéhen.

5.7 Fazit und Ausblick

Das zentrale Thema dieser Arbeit ist die Nutzung des diagnostischen Potenzials
tumorstdmmiger Exosomen in urologischen Tumoren und damit die Voraussetzungen flr
weitere Anwendungsfelder (z.B.: therapeutische Ansatze) zu setzen. Die fir dieses Projekt

initial formulierten Fragestellungen konnten hinreichend beantwortet werden.

Grundlegend musste zunachst untersucht werden, ob sich spezifische Markerproteine auf
Exosomen nachweisen lassen, die dazu geeignet sind, Tumorexosomen von Exosomen

gesunder Zellen zu unterscheiden.

Die Ergebnisse zeigen, dass Zelllinien geeignete Modelle darstellen, um Exosomen in-vitro zu
charakterisieren. Die in-vitro- und in-vivo-Experimente zur Isolation von Exosomen beweisen,
dass EVs mittels adaptierter und etablierter Methoden direkt aus biologischen Proben
gewonnen werden kdnnen. Der Vergleich dieser Ergebnisse belegt den erfolgreichen Transfer
von den Zellkulturexperimenten auf die Experimente mit Patientenproben. Insbesondere die
erstmalig beschriebene Isolation von EVs aus Gewebeproben des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms ist hier hervorzuheben. Die beobachtete Expression tumorspezifischer
Marker spiegelt die Herkunft der EVs wider. Dies bestétigt die Grundannahme dieser und
anderer Forschungsarbeiten, dass sich tumorassoziierte EVs von EVs gesunder Zellen
unterscheiden lassen. CA9, CD70 und CD147 sind somit vielversprechende Marker flr

weitergehende Studien zur Anreicherung tumorspezifischer EVs beim NZK.
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Eine weitere, zentrale, Fragestellung bezogen auf die Anwendungsmaglichkeit von EVs in der
Diagnostik, war, ob sich Exosomen anhand dieser Biomarker gezielt aus Blut(-plasma)
isolieren lassen.

Anhand von Tetraspaninen als Zielproteine lassen sich tumorstdmmige Exosomen zuverlassig
aus Blutplasmaproben isolieren. Die Testung der Tumormarker CA9, CD147 und CD70 als
Zielproteine und Biomarker steht noch aus und sollte bei der weiteren Entwicklung dieses
Ansatzes untersucht werden. Ein Markerpanel aus diesen Tumormarkern und
Exosomenmarkern koénnte, angesichts der diversen Expressionsmuster der vielen

verschiedenen Subpopulationen, Ergebnisse mit prognostischer Aussagekratft liefern.

Die abschlieRende Frage dieses Projektes richtete sich an das Vermdgen des gewahlten
Anreicherungsverfahrens, eine Tumorerkrankung durch die Analyse von detektierten
Tumorexosomen festzustellen.

Diese Frage kann aufgrund der sehr geringen Stichprobengrof3e letzten Endes in dieser Arbeit
nicht beantwortet werden. Die initialen Ergebnisse der Anreicherungsversuche, zusammen mit
den Ergebnissen der Charakterisierung der Expressionsmuster von Plasmaexosomen deuten

aber darauf hin, dass dieser Ansatz erfolgversprechend ist und weiterverfolgt werden sollte.

Dies zugrunde legend ergeben sich fur die zukiinftige Forschungsarbeit interessante Ansétze

fur weitere Projekte, sowie vielversprechende Verwendungsmaoglichkeiten.

In der Diagnostik, insbesondere der Friherkennung, kann ein weiteres, etabliertes
Anreicherungsverfahren den entscheidenden Durchbruch bringen. Durch die minimal-
intensive Untersuchungsmethode werden Patienten, verglichen mit Operationen oder der
Bildgebung durch MRT, erheblich geschont. Zusétzlich sind die Hirden und Hemmschwellen,
bei Vorsorgeuntersuchungen ab einem bestimmten Alter oder bei anderen Indikationen,
herabgesetzt. Dies wirde, analog zu den Erfolgen der Therapierung des Mammakarzinomes
[390] oder des Prostatakarzinomes [391, 392], auch die Therapierung des klarzelligen
Nierenzellkarzinomes verbessern.

In der Therapie kdnnten tumorassoziierte Exosomen genutzt werden, in dem diese durch
RNA-induzierte [393, 394], protein-induzierte [395] oder gentechnische Depletion [396, 397]
die Tumorprogression signifikant einschranken. Alternativ kdnnte untersucht werden, ob durch
eine modifizierte Dialyse des peripheren Patientenblutes unter Verwendung des spezifischen
Anreicherungsverfahrens die Tumormarker aus dem Blut entfernt werden kdnnen. Dies kdnnte
nach einer Operation und in Kombination mit weiteren Therapiemaflinahmen geschehen. [398
- 400]
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9. Abklrzungsverzeichnis

APS Ammoniumpersulfat

CA Carboanhydrase

ccRCC Clear cell renal cell carcinom = klarzelliges Nierenzellkarzinom
CD Cluster of differentiation

CTC’s circulating tumor cells

CtDNA circulating tumor DNA

diff. differenziell

DNA desoxyribonucleic acid

EAU European Association of Urology

ED-FKS exosomen-depletiertes Fetales Kalberserum

ESE early sorting endosome

EV Extrazellularer Vesikel

FDA Food and Drug Administration

FKS Fetales Kéalberserum

HDL High Density Lipoprotein

ICD Internationalen statistischen Klassifikation der Krankheiten und verwandter

Gesundheitsprobleme

IDL Intermediate Density Lipoprotein
MCF7 Michigan Cancer Foundation — 7
kDa Kilodalton

Chipnr. Chipnummer

HRP Horse reddish peroxidase

bFGF basic fibroblast growth factor

H Hydrogenium, Wasserstoff

Na Natrium

LDL Low Densitiy Lipoprotein

LSE late sorting endosome

MVB multivesicular body

MW Molekulargewicht

Nr. Nummer

NTA Nanopartikel-Tracking-Analyse oder Nanotrackinganalyseverfahren
NZK Nierenzellkarzinom

PBS Phosphate buffered saline

PNF Prostata-Normal-Fibroblasten
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PTF Prostata-Tumor-Fibroblasten

SEVs small extracellular vesicles = Exosomen
IEVSs large extracellular vesicles = Mikrovesikel
TEM Transelektronenmikroskopie

TMB Tumormutationslast, engl.: tumour mutational burden
TMB 3,3',5',5'-tetramethylbenzidine
UZ-Roéhrchen Ultrazentrifugenrdéhrchen

Abb. Abbildung

Kb Kilobasen

FFPE Formalinfixiert und paraffin-eingebettet
MMP Matrix-Metalloprotease

MCT monocarbocylate transporter

EMMPRIN extrazellularer Matrix-Metalloproteinase-Induktor
AML Akute Myeloische Leuk&amie

EMT epithelialer-mesenschymaler Transfer
C.S. Cell Signaling

exomiR exosomal miRNA

EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

VEGF Vascular endothelial growth factor

VHL Von-Hippel-Lindau Syndrom

VLDL Very low density lipoprotein

ZfKD Zentrum fur Krebsregisterdaten
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Abbildung 48: Western-Blot-Analyse von zellularen (GM130, Calretikulin), exosomen-
spezifischen (Syntenin, Alix, CD63, CD9) und tumorassoziierten (CD70, CD147, CA9) Proteinen
in Exosomen, isoliert aus Plasma und Nierenzellkarzinomzelllinien (786-0, Caki2) mittels CD63-
positiver, magnetischer Beads. Als Ladekontrolle dienten GAPDH und [-Aktin. Als
Positivkontrolle wurden Zelllysate der Nierenkarzinomzelllinien 786-O und Caki2, sowie Lysate
von Exosomen aus Zellkulturiberstand dieser Zelllinien nach differenzieller Ultrazentrifugation,
aufgetragen. DZ=differenzielle Zentrifugation; UZ=Ultrazentrifugation; Plasma Kontrolle=Plasma
eines gesunden Probanden; Plasma Patient=Plasma eines Probanden mit diagnostiziertem
Nierenzellkarzinom.
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Abbildung 49: Vergleich von Nanotracking Analysis (NTA), Transelektronenmikroskopie (TEM) und
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Elektronenmikroskop aufgenommen extrazelllularen Vesikel. A3, B3) Zahlung der Partikel und
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Vesikeln aus vier verschiedenen Zelllinien mit drei unterschiedlichen Methoden.
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Abbildung 50: Western-Blot-Analyse von Proteinproben aus Zellen und Exosomen von
Nierenzellkarzinomzelllinien (Cakil, Caki2) und Prostatafibroblastenzelllinien (PNF, PTF).
Isolation der Exosomen erfolgte durch Ultrazentrifugation des Zellkulturiiberstandes. A:
Expression zellspezifischer Marker (GM130). B: Expression exosomenspezifischer Marker
(CD63, CD9, Alix). C: Expression tumorspezifischer Marker (CD147, CA9, EpCAM) und
exosomenspezifischer Proteine (Alix, CD81). MW = Molekulargewicht; kDa = Kilodalton.
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Abbildung 51: Fluoreszenzmessungen von EpCAM auf CD81-positiven, CD63-positiven, CD9-
positiven und PSMA-positiven extrazellularen Vesikeln aus Zelllinien des Nierenzellkarzinoms
(786-0, Caki2) und des Prostatakarzinoms (PNF, PTF).
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Abbildung 52: Gesamtpartikelzahl aller mittels differenzieller Lichtstreuung detektierten Partikel
auf jeweils vier Antikorper-Dotierungen auf 16 Nano-Chips, und nach Einberechnung des
Verdunnungsfaktors.
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