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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Mammakarzinom die gyndkologische Krebserkrankung mit der
zweithdchsten Mortalitdt in Deutschland [1]. Betrachtet man jedoch die relativen Uberlebensraten, so
besitzt das Ovarialkarzinom im Vergleich mit dem Mammakarzinom eine deutlich schlechtere
Prognose [1, 2]. Im Jahr 2016 erkrankten in Deutschland 7350 Frauen erstmalig an einem Ovarial-
karzinom. lhr durchschnittliches Alter zum Diagnosezeitpunkt betrug 68 Jahre [1]. Das Lebenszeitrisiko,
an einem Ovarialkarzinom zu erkranken, betrdagt somit etwa 1,3 % [1, 3]. Zu den Hauptrisikofaktoren
des Ovarialkarzinoms zihlen ein fortgeschrittenes Alter, Ubergewicht, Infertilitit und eine familiire
Pradisposition. Als protektive Faktoren wurden mehrere Geburten, eine lange Stillzeit, Sterilisation

durch Tubenligatur und die Einnahme von Ovulationshemmern identifiziert [1, 4-8].

1.1.2 Klassifikation und Atiopathogenese

Histologisch konnte gezeigt werden, dass der Grofteil der Ovarialtumore vom Epithel, Keimstrang-
gewebe, Stroma oder von den Keimzellen ausgeht [9]. Hierbei bilden Tumore epithelialen Ursprungs
mit mehr als 80 % die groRte Gruppe und sind fiir den iberwiegenden Teil der mit Ovarialtumoren
assoziierten Todesfdlle verantwortlich [1, 3, 9]. Die epithelialen Ovarialtumore lassen sich in high-
grade serose (70 %), endometrioide (10 %), klarzellige (10 %), muzindse (5 %) und low-grade serdse

(< 5 %) Tumore einteilen [10].

Es gibt zahlreiche Hypothesen zur Atiologie des Ovarialkarzinoms. Bereits in den 1970er Jahren wurde
vermutet, dass repetitive Verletzungen des Ovars infolge der Ovulationen und anschlieBender
Regeneration des Epithels genetische Instabilitdten entstehen lassen, welche die Karzinombildung
beglinstigen [11]. Dahingegen legen neuere Untersuchungen die Vermutung nahe, dass die primare
Karzinombildung auch in den Eileitern oder im Endometrium stattfinden kénnte und erst sekundar auf
die Eierstocke tUbergeht [4, 12]. Unabhangig davon konnte anhand von genetischen Analysen gezeigt
werden, dass der iberwiegende Teil der Ovarialkarzinome auf Basis spontaner Mutationen entsteht,
wobei haufig das Tumorsuppressorgen p53 betroffen ist [13]. Darliber hinaus gibt es verschiedene
Risikogene, die eine Erkrankung wahrscheinlicher machen [14]. Hierbei sind vor allem die Breast
Cancer Gen 1 (BRCA1)- und Breast Cancer Gen 2 (BRCA2)-Mutationen zu nennen, welche bei bis zu

20 % der Ovarialkarzinom-Patientinnen nachweisbar sind [15].
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1.1.3 Stadieneinteilung von Ovarialtumoren

Zur Einteilung der Stadien von Ovarialtumoren sind sowohl das Klassifikationssystem der Fédération
Internationale de Gynécologie et d’Obstetrique (FIGO) als auch die Tumor-Nodus-Metastase-
Klassifikation (TNM) gebrauchlich [16]. Seit dem Jahr 2014 werden Tumore des Ovars und der Tube
sowie das primare peritoneale Karzinom in einem gemeinsamen Klassifikationssystem gefiihrt. Eine

vereinfachte Darstellung wird in Tabelle 1 gezeigt [16, 17].

Tabelle 1: FIGO- und TNM-Klassifikation der Tumore des Ovars, der Tube und des primdren peritonealen
Karzinoms nach Berek et al. (2018).

TNM FIGO Definition

T1 | Tumor auf die Ovarien oder Tuben beschrankt

T2 ] Tumor infiltriert Strukturen im kleinen Becken

T3 1] Tumor infiltriert peritoneale Strukturen auBerhalb des kleinen Beckens

und/oder bildet retroperitoneale Lymphknotenmetastasen (N1)

M1 v Fernmetastasen mit Ausnahme peritonealer Metastasen

1.1.4 Erst- und Zweitlinientherapie des Ovarialkarzinoms

Die aktuelle evidenz- und konsensbasierte S3-Leitlinie aus dem Jahr 2020 empfiehlt eine primére
operative Therapie mit gleichzeitigem Staging. Hierbei soll in die gesamte Abdominalhéhle Einsicht
genommen werden, eine Peritonealzytologie abgenommen, Biopsien aller auffilligen Veranderungen
und peritonealer Pradilektionsstellen entnommen, die Exstirpation von Ovarien und Uterus (wenn eine
fertilisationserhaltende Therapie nicht moglich oder nétig ist) veranlasst, eine (Teil-)Resektion des
Omentum majus durchgefihrt und ggf. der Blinddarm sowie pelvine und paraaortale Lymphknoten
entfernt werden [16]. Das Erreichen einer makroskopischen Tumorfreiheit zeigt sowohl im progres-
sionsfreien Uberleben als auch im Gesamtiiberleben einen Vorteil [18]. Aus diesem Grund kann auch
eine Uber die Staging-Operation hinausgehende multiviszerale Resektion diskutiert werden, wenn

dadurch eine makroskopische Tumorfreiheit erzielt werden kann [16].

Im Anschluss an die Operation folgt im Rahmen der Erstlinientherapie eine adjuvante platinhaltige
Chemotherapie, welche mit dem Mitosehemmstoff Paclitaxel oder dem die Angiogenese hemmenden,
monoklonalen Antikérper Bevacizumab erganzt werden kann [16]. Zu den platinhaltigen Chemothera-
peutika gehoren Cis- und Carboplatin, wobei anzumerken ist, dass Cisplatin aktuell seltener in der
Therapie des Ovarialkarzinoms eingesetzt wird. Dies liegt daran, dass Carboplatin eine bessere

Vertraglichkeit aufweist und mit einer therapiebezogenen hdéheren Lebensqualitdt assoziiert ist. Im
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direkten Vergleich zeigen beide Zytostatika in Bezug auf das progressionsfreie Uberleben und das
Gesamtiberleben keine signifikanten Unterschiede [19]. Da Cis- und Carboplatin als Replikations-
hemmstoffe sowie Apoptoseinduktoren einen vergleichbaren Wirkungsort und Mechanismus zeigen,

sind bei Resistenzbildung beide Therapeutika im Sinne einer Kreuzresistenz betroffen [20—24].

Nach einem Rezidiv wird in Abhangigkeit vom Resistenzverhalten des Tumors als Zweitlinientherapie
entweder erneut eine platinhaltige Polychemotherapie eingeleitet oder auf eine Monochemotherapie
mit PEGyliertem, liposomalem Doxorubicin, Topotecan, Gemcitabin bzw. Paclitaxel umgestellt. Diese
Therapien kdnnen ggf. mit Bevacizumab, Poly-ADP-Ribose-Polymerase(PARP)-Inhibitoren, operativen

Rezidivresektionen und einer Strahlentherapie ergdanzt werden [16].

1.1.5 Prognose des Ovarialkarzinoms

Die Prognose des Ovarialkarzinoms ist trotz zahlreicher medizinischer Fortschritte in den letzten
Jahrzehnten immer noch infaust. Patientinnen mit epithelialen Tumoren weisen eine durchschnittliche
5-Jahres-Uberlebensrate von 47 % auf, wihrend Tumore im Stadium [ mit einer 5-Jahres-Uberlebens-
rate von 89 % und Tumore im Stadium IV mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 20 % assoziiert sind
[3]. Die hohe Mortalitat geht darauf zurtlick, dass etwa 75 % der Tumore erst in den fortgeschrittenen
Stadien III und IV diagnostiziert werden und Patientinnen mit einem fortgeschrittenen Ovarial-
karzinom in den meisten Fallen wahrend oder nach der Therapie ein Rezidiv entwickeln [1, 25, 26].
Diese Rezidive lassen sich anhand der als Erstlinientherapie verabreichten Chemotherapie in

platinsensitive und platinresistente Rezidive einteilen [27].

Neben den die Prognose einschrankenden Faktoren gibt es einige Aspekte, die zu einer glinstigeren
Prognose beitragen. Hierzu zahlen ein niedriges Tumorstadium, ein moglichst geringes Tumorresidual-
volumen nach der Operation, ein geringes histologisches Tumorgrading, die Anwendung einer
leitliniengerechten Therapie sowie ein guter Allgemeinzustand und ein jlingeres Alter der Patientinnen

[16].

1.1.6 Chemotherapieresistenz

Das allgemeine Ansprechen der meisten Ovarialtumore auf die platinhaltige Chemotherapie ist zu
Therapiebeginn meist gut [28]. Jedoch kommt es in Abhadngigkeit von der ResidualtumorgréRe nach
Operation bei 60—85 % der Patientinnen mit einem epithelialen Ovarialkarzinom trotz Chemotherapie-
gabe zu einem Rezidiv [26]. In Bezug auf eine sich anschlieRende Zweitlinientherapie ist deshalb eine
Einteilung in platingeeignete (platinsensitive) und -ungeeignete (platinresistente) Rezidive sinnvoll
[16]. Hierbei ist jedoch anzumerken, dass Rezidive des Ovarialkarzinoms nur sehr selten kurativ
behandelbar sind, weshalb den Patientinnen ggf. bereits friihzeitig eine palliative Weiterbehandlung

angeboten werden sollte [26, 27]. All dies unterstreicht die Bedeutung der platinhaltigen
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Chemotherapie in der kurativen Behandlung des Ovarialkarzinoms und die Wichtigkeit, Chemo-

therapieresistenzen und Tumorrezidive zu unterbinden.

In den vergangenen Jahren wurden zahlreiche Mechanismen identifiziert, durch welche Ovarial-
karzinome eine Resistenz gegenlber einer Chemotherapie ausbilden kdnnen. Beschrieben wurden
beispielsweise Membran-ATPasen und Carrier, welche die Chemotherapeutika aus den Tumorzellen
schleusen, veranderte DNA-Reparaturmechanismen, die bei DNA-Schadigung die Tumorzelle nicht in
die Apoptose fiihren, und veranderte Zell-Signaltransduktionswege, die auf vielfdltige Weise das
Tumoriberleben beginstigen [29]. Vielversprechend erscheint hierbei der Epidermal Growth Factor
Receptor (EGFR)-Signalweg, welcher tumorférdernde Schlisselelemente wie die Mitogen Activated
Protein Kinase (MAPK) und die Phosphoinositide-3-Kinase (P13K) kontrolliert [29-31]. Von groRem
Interesse ist, dass die Aktivitat des EGF-Rezeptors maRgeblich von der A Disintegrin And Metallo-
protease 17 (ADAM17) moduliert wird, die einen Grof3teil der EGFR-Liganden durch Ectodomain-
Shedding freisetzt [32, 33].

1.2 Die Metalloprotease ADAM17

1.2.1 Familie der A Disintegrin And Metalloproteases

ADAM17 gehort zu den A Disintegrin And Metalloproteases (ADAM), welche wiederum Teil der grofRen
Familie der Metalloproteasen sind [34]. Die ADAMs gliedern sich in 21 humane Vertreter, von denen
lediglich 13 eine proteolytische Aktivitdt aufweisen [35]. Die Fahigkeit zur Proteolyse ist an die Metallo-
proteasedomane gebunden und insbesondere an die Aminosauren-Sequenz HEXXHXXGXXHD [35, 36].
Diese Aminosauren-Sequenz bindet Gber die drei Histidinreste ein Zink-lon im aktiven Zentrum, wobei
in Wechselwirkung mit dem Glutamatrest ein Wassermolekiil polarisiert wird, welches durch
nukleophilen Angriff die Peptidbindung eines Substrats spalten kann [37]. Die nicht-proteolytisch
aktiven ADAMs Ubernehmen Funktionen in der Zell-Zellkommunikation [36]. Das Vorkommen der
verschiedenen ADAM-Proteinasen ist sehr unterschiedlich. Ein Drittel der ADAMs (ADAMSY, 10, 12, 15,
17, 19) wird ubiquitar exprimiert, was ihre hohe physiologische Bedeutung unterstreicht. Das zweite
Drittel der ADAMs (ADAMS, 11, 12, 22, 23, 28, 33, A-Disintegrin-And-Metalloprotease-Like Decysin 1
(ADAMDEC1)) zeigt eine hohere Gewebespezifitit und wird beispielsweise in neuronalen,
hdamatopoetischen sowie plazentaren Zellen exprimiert. Das letzte Drittel der ADAMs (ADAM?2, 7, 18,
20, 21, 29, 30) zeigt ein spezifisches Auftreten im Hoden und ist vor allem in Prozesse der

Spermiogenese involviert [35].

Genetische Analysen zeigen, dass die Struktur vieler ADAM-Proteasen evolutiondr stark konserviert
wurde, was auch fiir ihre besondere Bedeutung in physiologisch fundamentalen Prozessen spricht [35,

38]. Aus diesem Grund ist es auch nicht verwunderlich, dass sie mit zahlreichen Erkrankungen
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assoziiert sind. Eine herausragende Rolle spielt hierbei die Metalloprotease ADAM17, die in
inflammatorischen Erkrankungen, Herz-Kreislauf-Erkrankungen, neuronalen Erkrankungen und
zahlreichen Tumorarten, darunter auch das Ovarialkarzinom, zur Pathogenese beitragt [32]. Deshalb
gehoért ADAM17 zu den am intensivsten untersuchten ADAM-Proteasen und ist als diagnostischer

Marker und als Zielstruktur von Medikamenten von zentralem Interesse [32, 33, 36, 39].

1.2.2 Ectodomain-Shedding und regulierte intramembranare Proteolyse

Die posttranslationale Prozessierung von Proteinen ist in der Regel von grofSer Bedeutung fiir deren
korrekte Funktion. Dies gilt auch fiir zahlreiche Transmembranproteine, welche haufig erst durch Ecto-
domain-Shedding oder kurz Shedding in ihre aktive Form Uberfiihrt werden [40]. Beim Ectodomain-
Shedding handelt es sich um eine irreversible Reaktion, in deren Folge eine extrazelluldr gelegene
Peptidbindung hydrolytisch durch eine Protease gespalten wird [40, 41]. Eine Protease, welche durch
Ectodomain-Shedding-Substrate prozessieren kann, wird als ,Sheddase” bezeichnet. Zu den
wichtigsten bekannten Sheddasen gehort die Familie der ADAM-Proteasen. Beispielsweise besitzt
ADAM17 mehr als 80 potenzielle Substrate, die u. a. als Zelladhdsionsmolekiile, Zytokine, Wachstums-
faktoren oder auch Rezeptoren fungieren [32, 42]. Sheddasen haben somit einen wichtigen Einfluss
auf die auto-, para- sowie juxtakrine Kommunikation im Zellgefiige und ermdoglichen tiber das Blut eine
endokrine Beeinflussung weit entfernter Zellen [36]. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
auch Sheddasen selbst durch andere Sheddasen prozessiert werden kdonnen. Ein Beispiel hierfir ist
wiederum die Sheddase ADAM17, welche durch ADAMS in eine l6sliche Form (sADAM17) Gberfiihrt

werden kann [43].

Nach dem Shedding und der extrazelluldren Freisetzung der Ektodomane kann es dazu kommen, dass
in einem zweiten Schritt die verbleibende Transmembrandomane proteolytisch gespalten wird. Hier-
bei spricht man von regulierter intramembrandrer Proteolyse. Die auf diesem Weg entstehenden zyto-
solischen Spaltprodukte kénnen beispielsweise als Transkriptionsfaktoren die Expression von Genen

verandern [40, 44].

1.2.3 Struktur und Regulation von ADAM17

Bei ADAM17 handelt es sich um ein Typ-1-Transmembranprotein, dessen Proform ausgehend vom
N-terminalen Ende in eine Prodomane, eine Metalloproteasedomane, eine Disintegrin-like-Domane,
eine membranproximale Domane, eine Conserved ADAM17 Dynamic Interaction Sequence(CANDIS)-
Region, eine Transmembranregion sowie eine zytoplasmatische Domane gliedert werden kann

(Abb. 1.1) [45].
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Abbildung 1.1: Domanenstruktur der Proform von ADAM17.

ADAM17 kann, vom N-terminalen Ende betrachtet, in eine Prodomane (PD), eine Metalloproteasedoméne
(MD), eine Disintegrin-like-Domane (DLD), eine membranproximale Domane (MPD), eine CANDIS-Region (CR),
eine Transmembrandomane (TM) und eine zytoplasmatische Domane (ZD) eingeteilt werden. Abbildung
modifiziert nach Grétzinger et al. (2017) [45].

Durch proteolytische Abspaltung der Prodomane wird ADAM17 in die mature, funktionell aktive
Metalloprotease Uberfihrt [46, 47]. Die Aktivitdt von maturer ADAM17 kann auf vielfiltige Weise
beeinflusst werden. Ein wichtiger Faktor ist beispielsweise die Lipidkomposition der Zellmembran. So
konnte gezeigt werden, dass ADAM17 bereits wahrend ihres intrazelluldren Transports in Cholesterin-
und Sphingolipid-reiche Mikrodomanen, sogenannte Lipid Rafts, eingebettet wird, die die Shedding-
Aktivitat beeinflussen kdnnen [48, 49]. Eine weitere Mdglichkeit der Beeinflussung der Aktivitdt von
ADAM17 durch Lipide beruht auf deren asymmetrischer Verteilung zwischen innerer und dul3erer
Zellmembranseite. In eukaryotischen Zellen sind Sphingomyeline (SM) vornehmlich auf der duReren
und Phosphatidylserine (PS) groRtenteils auf der inneren Zellmembranseite lokalisiert [50]. Durch
sogenannte Phospholipid-Translokatoren kénnen jedoch auch PS von der inneren in die duBere
Zellmembranseite transferiert werden [51]. Dort kdnnten sie mit ihren negativen Ladungen einen Teil
der membranproximalen Domane sowie die CANDIS-Region von ADAM17 binden und somit zu einer
Konformationsdanderung des Proteins fiihren. Hierdurch kénnte das katalytische Zentrum von ADAM17
in eine fur dessen Shedding-Aktivitat bendtigte Position gebracht werden [45, 51]. Insbesondere
wahrend der Apoptose, die mit einem Verlust der Membranintegritat einhergeht, befinden sich PS
vermehrt auf der duBeren Zellmembranseite und dienen dort als ein ,, Eat-me-signal“ fiir Phagozyten
[52, 53]. Dartiber hinaus kann auch aus der Stimulation der Proteinkinase C eine vermehrte PS-

Exposition resultieren [54]. Interessanterweise gehort Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), als
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Strukturanalogon des Diacylglycerins, sowohl zu den Stimulatoren der Proteinkinase C als auch zu den

potentesten Induktoren des ADAM17-Sheddings [55, 56].

1.2.4 Physiologische Bedeutung von ADAM17

Wie bereits ausgefiihrt besitzt ADAM17 ein Spektrum von mehr als 80 Substraten, was ihre hohe
physiologische, aber auch potenziell pathophysiologische Bedeutung unterstreicht [32]. lhr groRer
Stellenwert bei der Entwicklung zeigt sich an ADAM17-defizienten Mdusen, die meist bereits intra-
uterin oder kurz nach der Geburt versterben und Fehlbildungen an den Augen, Haaren und verschie-
denen Organsystemen, darunter Herz und Haut, aufweisen [57]. In anderen Experimenten konnte
hingegen nachgewiesen werden, dass Mause, die sehr geringe ADAM17-Mengen bilden, lebensfahig
sind. Sie zeigten jedoch vergleichbare Fehlbildungen und entwickeln darlber hinaus epitheliale und
intestinale Barriere-Funktionsstérungen [58]. Interessanterweise dhneln sich die Phdanotypen von
ADAM17- und EGFR-defizienten Mausen, was auf eine besondere Bedeutung beider Proteine am

EGFR-Signalweg hindeutet [59].

Der Einfluss von ADAM17 auf den EGFR-Signalweg besteht darin, dass sie viele Liganden des EGFR
durch Ectodomain-Shedding freisetzt. Dazu gehéren der Transforming Growth Factor a (TGF-a), der
Heparin-Binding Epidermal-Growth-Factor-Like Growth Factor (HB-EGF) und das Glykoprotein
Amphiregulin (AREG) [32, 60]. Dem EGFR nachgeschaltet sind beispielsweise der MAPK-Signalweg oder
auch die PI3K [30, 31]. Auf diesem Weg werden fir den Zellzyklus wichtige Funktionen wie

Proliferation, Zelliiberleben und Differenzierung reguliert [60].

TNF-a ist das wohl bekannteste Substrat von ADAM17, weshalb die Metalloprotease auch als Tumor
Necrosis Factor-Alpha Converting Enzyme (TACE) bezeichnet werden kann [61]. TNF-a kann zwei
verschiedene Rezeptoren, den Tumor Necrosis Factor Receptor 1 (TNFR1) und den Tumor Necrosis
Factor Receptor 2 (TNFR2), binden und aktivieren. Von Interesse ist, dass bei Aktivierung beide
Rezeptoren zum Teil entgegengesetzte Auswirkungen auf das Zelliiberleben haben: So ist der TNFR1
vor allem mit Prozessen wie Apoptose, Nekroptose und Entziindung assoziiert, wohingegen TNFR2
Prozesse wie Zelliberleben und Proliferation fordert [62]. Beide Rezeptoren préferieren verschiedene
Formen von TNF-a: TNFR1 wird vornehmlich durch ADAM17 prozessiertes, l16sliches TNF-a stimuliert,
wohingegen TNFR2 sowohl durch membrangebundenes als auch 16sliches TNF-a aktiviert werden kann
[63]. Da ADAM17 membrangebundenes TNF-a durch Ectodomain-Shedding in seine |6sliche Form
Uberfiihrt und dadurch vornehmlich den TNFR1 aktiviert, kommt ihr eine besondere Bedeutung bei

der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase zu.

Neben TNF-a gehort Interleukin-6 (IL-6) in Bezug auf Entziindungsreaktionen zu den besonders

intensiv untersuchten Zytokinen. Das proinflammatorische Potenzial von IL-6 ist kontextabhangig und
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es muss betont werden, dass IL-6 auch antiinflammatorische Eigenschaften besitzt. Diese verschiede-
nen Wirkungsweisen von IL-6 sind ebenfalls von groRer Bedeutung fiir die Gewebshomo&ostase. Von
Interesse ist zudem, dass die Art und Weise, wie und wo die Komplexbildung von IL-6 und dem IL-6-
Rezeptor erfolgt, Einfluss darauf nimmt, ob IL-6 pro- oder antiinflammatorisch wirkt [64]. Es kbnnen
zwei Wege der Komplexbildung unterschieden werden: (1) Beim klassischen Weg bindet IL-6 an einen
membrangebundenen IL-6-Rezeptor. Dieser IL-6/IL-6-Rezeptorkomplex flihrt zu einer Dimerisierung
des Glykoproteins 130 (gp130), was anschlieRend nachgeschaltete Signalwege induziert [65, 66]. Im
Mausmodell konnte nachgewiesen werden, dass nur wenige Zelltypen, darunter Hepatozyten und
einige Leukozyten, den membrangebundenen IL-6-Rezeptor exprimieren [64, 67]. (2) Fiur Zellen ohne
einen membrangebundenen IL-6-Rezeptor hat daher der sogenannte trans-signaling-Weg eine groRe
Bedeutung. Hier wird eine I6sliche Form des IL-6-Rezeptors u. a. durch ADAM17 in den extrazelluldren
Raum freigesetzt [68]. IL-6 kann nachfolgend diesen I6slichen Rezeptor binden, woraufhin der entstan-
dene Rezeptorkomplex das ubiquitar auf Zellen vorhandene gp130 binden kann und somit nach-
geschaltete Signalwege induziert werden [32, 67]. Bemerkenswert ist, dass der IL-6-trans-Signalweg
vorwiegend entziindungsfordernd wirkt, wohingegen der klassische Weg eher mit regenerativen und

physiologischen homdostatischen Prozessen assoziiert ist [32, 64, 68].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ADAM17 als Upstream-Protease fiir den Zellzyklus
wichtige Elemente wie Proliferation, Zelliiberleben und Differenzierung kontrolliert und auch in

Inflammations- sowie Regenerationsprozesse involviert ist.

1.2.5 Pathophysiologische Bedeutung von ADAM17 im Ovarialkarzinom

Zu den Meilensteinen der Krebsentwicklung, den sogenannten hallmarks of cancer, gehoren u. a. die
Aufrechterhaltung der Zellproliferation, die Resistenz gegenliber Wachstumssuppressoren, die
Apoptoseresistenz, die Fahigkeit zur Invasion von Gewebe und die Metastasenbildung. Das Erreichen
vieler dieser Meilensteine wird direkt oder indirekt durch Wachstumsfaktoren und Entziindungs-
mediatoren beglinstigt [69]. Da ADAM17 sowohl dem EGFR- als auch dem TNF-a- und dem IL-6-trans-
Signalweg als Upstream-Protease vorgeschaltet ist, liegt die Vermutung nahe, dass ihr auch eine
bedeutende Rolle bei Tumorerkrankungen zugeschrieben werden kdnnte. So konnte eine vermehrte
Expression von ADAM17 in zahlreichen soliden Tumoren nachgewiesen werden, darunter auch das

Ovarialkarzinom [70-74].

Die Auswirkung eines gesteigerten ADAM17-Vorkommens zeigt sich vornehmlich in den tumorfordern-
den Effekten ihrer Substrate. In Tumorbiopsien von Ovarialkarzinomen konnten eine erhéhte Expres-
sion von TNF-a und HB-EGF nachgewiesen sowie erhdhte Konzentrationen des Soluble Interleukin-6
Receptor-a (sIL-6R-a) und AREG in tumorassoziiertem Aszites gemessen werden [74-77]. Im Maus-

modell konnte zudem gezeigt werden, dass TNF-a tber die Stimulation des TNFR1 das Tumormikro-
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milieu beeinflusst und zu einem gesteigerten Tumorwachstum beitragt [78]. Interessanterweise
konnte in einem weiteren Mausmodell mit humanen Ovarialkarzinom-Xenografts nachgewiesen
werden, dass AREG-Antikorper das Tumorwachstum hemmen [77]. In diesem Modell konnte dariiber
hinaus gezeigt werden, dass die Hemmung von AREG zu einer gesteigerten Chemosensitivitat der
Krebszellen fiihrt [77]. Auch flr den IL-6-trans-Signalweg konnte ein Einfluss auf die Chemosensitivitat
des Ovarialkarzinoms nachgewiesen werden. Hier zeigte sich, dass in Zellkulturexperimenten durch
Aktivierung des IL-6-trans-Signalwegs das Tumorzelllberleben unter einer Taxan-Therapie erhéht und
die Intravasation von Tumorzellen beglinstigt werden. Unterstltzend zu dieser Erkenntnis konnte in
Ovarialkarzinom-Xenografts in Madusen nachgewiesen werden, dass eine Hemmung des IL-6-trans-
Signalwegs zu einer erhdhten Taxan-Sensitivitdt der Tumore fiihrt und die Bildung von Aszites vermin-

dert wird [76].

In diesem Zusammenhang ist es von grolRem Interesse, dass in Aszites von Ovarialkarzinom- Patientin-
nen, die mit einer Chemotherapie behandelt wurden, groRe Mengen an AREG gemessen werden
konnten [77]. Diese Beobachtung deckt sich mit In-vitro-Experimenten, in denen gezeigt werden
konnte, dass unter Cisplatin-Stimulation ADAM17 vermehrt in Ovarialkarzinomzellen exprimiert wird
und konsekutiv zu vermehrter AREG-Freisetzung flihrt [33]. Flir Wachstumsfaktoren wie AREG konnte
gezeigt werden, dass sie einen bedeutenden Einfluss auf die Tumorgenese nehmen und dariber hinaus
Tumorzellen helfen, sich den toxischen Effekten einer Chemotherapie zu entziehen [79]. Dies sind
wichtige Mechanismen bei der Entstehung einer Chemotherapieresistenz, welche die Bedeutung von

ADAM17 als vorgeschaltete Sheddase unterstreichen.

1.3 Extrazelluldre Vesikel

1.3.1 Nomenklatur

Der erste Nachweis der Existenz von extrazelluldren Vesikeln (EV) gelang Chargaff und West im Jahr
1946, indem sie zeigten, dass humanes Serum prokoagulatorische, von Thrombozyten produzierte
Partikel enthalt [80]. Seitdem wurden zahlreiche Begriffe fiir von Zellen sezernierte Vesikel verwendet,
die sich beispielsweise an ihrer Funktion (z.B. Tolerosomen), an ihrem Entstehungsort (z.B.
Prostasomen), dem Ausléser fiir ihre Freisetzung (apoptotische Kérperchen) oder an ihrer Biogenese
(Exosomen, Mikrovesikel) orientieren [81, 82]. Um diese heterogenen Gruppen unter einem
Sammelbegriff zu vereinigen, wurde von der International Society of Extracellular Vesicles (ISEV) der
neutrale Sammelbegriff ,extrazellulare Vesikel” (EV) vorgeschlagen. EV werden von der ISEV
konsensbasiert als ,unter natiirlichen Bedingungen aus Zellen freigesetzte Partikel, die von einer
Doppellipidschicht umgeben und nicht replikationsfahig sind“ definiert [82]. Die Zuordnung von EV zu

den verschiedenen heterogenen Untergruppen ist derzeit nur in Ausnahmefallen moglich, da es an
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verldsslichen, spezifischen Markern mangelt, einheitliche GroBendefinitionen fehlen und keine
selektiven Anreicherungsmethoden definiert sind. Daher wird im experimentellen Kontext die
Verwendung dieses Sammelbegriffs propagiert [82—-85]. Um EV naher zu definieren, empfiehlt die ISEV,
sie vorzugsweise nach ihren physikalischen Eigenschaften (kleine EV <200 nm, mittelgroRe EV 200—
1000 nm und grofRe EV >1000 nm), ihrer biochemischen Zusammensetzung (z. B. Cluster of
Differentiation (CD) 63/9 positive EV) oder ihrer Entstehungsart bzw. ihrem Ursprung (z. B. PMA-EV,
Cisplatin-EV bzw. Igrov-1-EV) zu benennen und Abweichungen von diesem Benennungssystem klar zu
kennzeichnen [82]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Empfehlungen der ISEV zur Benennung von

EV (Stand 2018) umgesetzt.

1.3.2 Biogenese, Inhalt und Aufnahme von extrazelluldren Vesikeln

Zum jetzigen Zeitpunkt ermoglicht ausschliefSlich das Beobachten von Zellvesikeln zum Zeitpunkt ihrer
Entstehung eine verlassliche Einteilung in verschiedene biogenetische Typen [82]. Hierbei lassen sich
in Abhédngigkeit von ihrer Biogenese zwei Gruppen unterscheiden: Exosomen und Mikrovesikel
(Ektosomen) [84, 86]. Der Begriff ,Exosom” wird in diesem Kontext flr Vesikel verwendet, die in
multivesikuldren Endosomen (MVE) als intraluminale Vesikel (ILV) gebildet und anschlieRend in den
extrazellularen Raum freigesetzt werden, wohingegen der Begriff ,Mikrovesikel” fiir Vesikel verwen-
det wird, die sich direkt von der Plasmamembran abschniiren [84—-87]. Obwohl| Exosomen und Mikro-
vesikel an verschiedenen zelluldren Orten gebildet werden, besitzen sie Gemeinsamkeiten in ihrer
Entstehung und zeigen auch in ihrer Funktion zahlreiche Analogien [84, 88]. Im Folgenden wird

zunachst auf die Biogenese von Exosomen eingegangen.

In MVE kommt es durch verschiedene Prozesse zur Einstlilpung von ILV. Der bekannteste
Entstehungsprozess von ILV ist dabei abhangig vom Endosomal Sorting Complex required for Transport
(ESCRT). Hierbei handelt es sich um eine Gruppe von Proteinen, die die Entstehung und Beladung von
ILV mit ubiquitinierten Proteinen koordiniert [89, 90]. Es gibt jedoch auch ESCRT-unabhangige Wege,
die zur Bildung von ILV fiihren [91]. So kann die fiir die Vesikelbildung benotigte Membrankrimmung
der MVE z. B. auch durch die enzymatische Anreicherung von Ceramid in Lipid-Mikrodomanen oder
von Tetraspaninen (CD9, CD63, CD81) ausgeldst werden [86, 92, 93]. Die Krimmung der Membran
bewirkt initial eine unspezifische Anreicherung von Proteinen und Lipiden, die durch eine koordinierte
Beladung der ILV mit z. B. Mikro-RNA (miRNA), DNA-Fragmenten, Cytokinen oder Transmembran-
proteinen ergénzt wird [87, 94-96]. Das gereifte MVE fusioniert schlieflich entweder mit einem
Lysosom, wodurch dessen Inhalt abgebaut wird, oder wird zur Plasmamembran transportiert [97]. Im
letzteren Fall kann die Membranfusion des MVE mit der Plasmamembran durch den Soluble N-
Ethylmaleimide-Sensitive-Factor Attachment Receptor Complex (SNARE-Komplex) orchestriert und die

Exosomen in den extrazellularen Raum freigesetzt werden [87, 98].
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Wie bei der Bildung von ILV gibt es auch bei Mikrovesikeln zahlreiche Prozesse, die die Ausstiilpung
der Plasmamembran und die Beladung sowie Freisetzung der Vesikel koordinieren. Auf Ebene der
Plasmamembran kann es durch die Umstrukturierung von Lipiden, Proteinen oder dem Zytoskelett zu
Ausstiilpungen der Plasmamembran kommen [99]. Hierbei konnen auf Proteinebene Bestandteile des
ESCRT-Komplexes beteiligt sein [100]. Eine andere Méglichkeit der Bildung besteht in der Ca?*-abhiangi-
gen Umstrukturierung der Lipidstruktur der Plasmamembran durch beispielsweise Scramblasen, die zu
einer vermehrten Exposition von Phosphatidylserin in der duReren Plasmamembran fiihren und eine
leichte Ausstllpung der Membran anstoBen [101]. Die simultan auftretende Beladung der Vesikel ist
vielschichtig; hierbei kénnen beispielsweise Tetraspanine beteiligt sein [86, 102]. Auch die Assoziation
von Proteinen mit Lipid-Mikrodomanen kann deren selektive Aufnahme in Mikrovesikel beglinstigen
[86]. Nachdem die Mikrovesikel mit ihrer potenziell funktionellen Fracht beladen worden sind, werden

sie wie Exosomen in den extrazellularen Raum freigesetzt.

Nach ihrer Freisetzung konnen EV in Abhangigkeit von den von ihnen getragenen Molekilen in vielfal-
tiger Weise die interzellulare Kommunikation beeinflussen. Hierbei konnen Oberflachenmolekiile von
EV direkt mit Elementen der Zellmembran interagieren und u. a. Signalkaskaden anstoRen [103—-106].
Dariber hinaus kénnen sie durch ihre Aufnahme in Akzeptorzellen ihr funktionelles Potenzial entfal-
ten. Diese Aufnahme von EV in Zielzellen kann tGber direkte Membranfusion, Mikro- und Makropino-
zytose, Clathrin-abhadngige und -unabhdngige Endozytose oder auch ggf. spezifische Rezeptoren

vermittelt werden, ist aber weiterhin Gegenstand aktueller Forschung [106, 107].

1.3.3 Anreicherung von extrazelluldren Vesikeln

In den letzten Jahrzehnten wurden unterschiedliche Anreicherungsverfahren fir EV entwickelt. Zu
nennen sind hier beispielhaft die Auftrennung bzw. Anreicherung von EV anhand von Dichte-
gradienten, mittels Size-Exclusion Chromatography (SEC) oder auch differentieller Ultrazentrifugation
[108, 109]. Eine Umfrage aus dem Jahr 2015 zeigt, dass differentielle Ultrazentrifugation die weltweit
am meisten verwendete Anreicherungsmethode fir EV darstellt [110]. Die Anreicherung von EV
mittels dieser Methode basiert auf dem Prinzip, dass sich Partikel mit verschiedenen Sedimentations-
koeffizienten in unterschiedlichen Zentrifugationsschritten pelletieren lassen. Charakteristischerweise
lassen sich dadurch vornehmlich grofRe EV bei 2000 x g, mittelgroBe EV bei 10.000-20.000 x g und
kleine EV bei 100.000 x g isolieren [111]. Dazu kommt der Vorteil, dass durch differentielle Zentrifuga-
tion auch aus groRen Volumina, z. B. in Form von Zellkultur-Uberstanden, effizient EV gewonnen
werden konnen [109, 112]. Nachteile dieser Methode sind ihre lange Dauer, ihre moderate Ausbeute
an EV, die ggf. auftretende Aggregation von EV und die Verunreinigung der Pellets mit nicht-

vesikuldaren Bestandteilen [82, 109, 112-114].



1 Einleitung 12

1.3.4 Charakterisierung von extrazellularen Vesikeln

Die Forschung zum Themenbereich EV hat in den letzten Jahren stark zugenommen. Um eine bessere
Vergleichbarkeit von Publikationen in diesem Forschungsfeld zu erméglichen, hat die ISEV im Jahr 2014
in einer Stellungnahme die ,,minimale experimentelle Voraussetzung fir die Definition von extrazellu-
laren Vesikeln” vorgeschlagen [115]. Diese Stellungnahme wurde im Jahr 2018 Uberarbeitet und
beinhaltet die aktuellen Empfehlungen zur Charakterisierung von EV [82]. Sie geben eine quantitative,

gualitative und morphophysikalische Untersuchung von Partikeln vor.

Die quantitative Bestimmung der EV-Masse kann dabei ndaherungsweise aus der Gesamtanzahl der
Partikel (z. B. durch Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)) sowie aus der Protein- oder der Lipidgesamt-
menge abgeleitet werden. Fiir die qualitative Charakterisierung wird empfohlen, Vesikel mindestens
auf drei in EV angereicherte Markerproteine und ein in der Regel nicht in EV enthaltenes Marker-
protein zu untersuchen. Als positive Marker sollen mindestens ein membrangebundenes Protein (z. B.
CD9, CD63, CD81) und ein zytosolisches Protein (z. B. Heat Shock Protein 70 (HSP70)) nachgewiesen
werden. Bei dem negativen EV-Marker soll es sich um ein dem experimentellen Kontext angepasstes,
in EV nicht oder in vermindertem MalSe vorhandenes Protein handeln, das die Probe ggf. verunreinigen
konnte (z. B. Serumproteine, Urinbestandteile, Zellbestandteile). Zusatzlich kdnnen angereicherte
Vesikel auf Markerproteine aus subzelluldiren Kompartimenten wie dem endoplasmatischen
Retikulum (ER) (z. B. Calnexin) oder dem Golgi-Apparat (GM130) untersucht werden, die in
vermindertem MaR von kleinen EV getragen werden. In Bezug auf ihre morphophysikalischen
Eigenschaften wird empfohlen, EV mittels zweier Methoden zu untersuchen: In einer Methode sind
einzelne Vesikel in einer hohen Auflosung zu detektieren (z. B. mit
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)), sodass deren Morphologie begutachtet werden kann.
Mit einer anderen Methode sollen die biophysikalischen Eigenschaften der EV, z.B. deren

GroRenverteilung (z. B. mittels NTA), bestimmt werden [82, 83].

1.3.5 Biologische Bedeutung von extrazelluldren Vesikeln

Lange Zeit wurde vermutet, dass EV vornehmlich der Ausschleusung von Abfallprodukten aus Zellen
dienen [88]. Die Forschung der letzten Jahrzehnte hat jedoch gezeigt, dass den EV eine wichtige und
zentrale Rolle bei der Zellkommunikation sowohl unter physiologischen als auch unter pathophysio-
logischen Bedingungen zukommt [87, 116]. Hierbei werden die Funktion und die Eigenschaften der EV
maRgeblich durch die von ihnen transportierten Molekiile bestimmt. Von besonderem Interesse sind

dabei Proteine und Lipide, aber auch Nukleotid-Molekiile [85].

Fir viele Proteine konnte nachgewiesen werden, dass sie auf oder in EV angereichert werden [117].

Dies gilt fiir die bereits genannten EV-Markerproteine. Andere Beispiele sind der Transforming Growth
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Factor B1 (TGFB1), der Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse I, der EGFR oder auch die
Metalloprotease ADAM17 [118-123]. Bemerkenswerterweise konnten auch typische ADAM17-
Substrate wie z. B. TNF-alpha, IL-6R oder auch AREG als von EV getragene Proteine identifiziert werden

[124-126].

Neben den von ihnen getragenen Proteinen unterscheiden sich EV auch in ihrer Lipidkomposition von
ihren Donorzellen. So konnte gezeigt werden, dass EV verschiedener Zelltypen Lipide wie Cholesterol,
Sphingomyeline (SM), Glycosphingolipide und PS anreichern, wohingegen beispielsweise
Phosphatidylcholine (PC) nur in vermindertem MaR nachweisbar waren [127]. Auf eine potenzielle
Beteiligung von Ceramiden und PS in der Biogenese von EV wurde bereits eingegangen (Kap. 1.3.2).
Daruber hinaus kénnten Lipide die Biofunktionalitdt von EV beeinflussen, indem sie bestimmte Pro-
teine in Membran-Domanen (z. B. Lipid Rafts) gruppieren, deren Aufnahme in Zielzellen beglinstigen
oder auch, indem sie direkt als Signalmolekiile fungieren [128-130]. Die Lipidkomposition von EV kann
auch als Biomarker fiir chronische Erkrankungen (z.B. Asthma) oder Krebserkrankungen (z. B.
Prostatakarzinom) sowie entsprechend aktueller Empfehlungen der ISEV als positive Marker bei der

Charakterisierung von EV dienen [82, 131, 132].

Daruber hinaus enthalten EV verschiedene Arten von RNA (z. B. miRNAs und mRNA) und sogar DNA-
Fragmente [133, 134]. Diese Nukleotid-Molekiile konnten auf diesem Weg z. B. die Proteinsynthese
oder die Genexpression in EV-Akzeptorzellen beeinflussen [133, 135]. Das Ausschleusen von DNA
mittels EV konnte auch dem Aufrechterhalten der Zellhomd&ostase von Donorzellen dienen, indem
dadurch eine Akkumulation von proapoptotisch wirkenden DNA-Fragmenten im Zytosol verhindert

wird [136].

Potenziell funktionelle Einfllisse von EV konnten u. a. bereits auf das Immunsystem, auf das Herz-
Kreislauf-System, den Gastrointestinaltrakt, die Reproduktionsorgane oder auch auf neurologische
Strukturen gezeigt werden [85]. Die Vertraglichkeit und Wirksamkeit von EV-basierten Therapien
konnte im Rahmen erster klinischer Studien nachgewiesen werden [137-139]. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt wurden jedoch noch keine Standards fiir die Durchflihrung solcher Studien erarbeitet und
wichtige MessgrolRen, wie z. B. die Reinheit der EV, Dosierung und Applikationsart, miissen noch

definiert werden, um die tatsachliche Effizienz von EV-basierten Therapien bewerten zu kdnnen [140].

1.3.6 Pathophysiologische Bedeutung von extrazelluldren Vesikeln im Ovarialkarzinom

Bei Patienten mit verschiedenen Tumorerkrankungen konnten in Aszites, Plasma oder auch Urin eine
erhohte EV-Konzentration nachgewiesen werden. Fir diese tumorassoziierten EV konnte gezeigt
werden, dass sie beispielsweise ein breites Repertoire an tumorférdernden Proteinen tragen, die auch

als diagnostische Marker Verwendung finden konnten [141-144]. Dies gilt auch fiir mit dem
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Ovarialkarzinom assoziierte EV, die auf vielfiltige Weise die Tumorgenese fordern kénnen. Im
Folgenden wird insbesondere auf Faktoren eingegangen, die Einfluss auf die Prognose von

Ovarialkarzinom-Patientinnen nehmen kénnen.

Die Forschung der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass es sich bei Tumoren haufig um ein komplexes
Zusammenspiel zahlreicher, verschiedener Zellentitaten handelt, die durch ihre Wechselwirkungen ein
Tumor-Mikromilieu ausbilden kénnen, das in vielfacher Weise die Tumorgenese fordern kann [145].
Dieses vielschichtige Wechselspiel von Tumorzellen und tumorassoziierten Zellen scheint in erheb-
lichem Malie von EV koordiniert zu werden [146]. Ein solches Wechselspiel besteht beispielsweise
darin, dass Ovarialkarzinomzellen EV freisetzen kdnnen, welche Fibroblasten aktivieren, die daraufhin
typische Eigenschaften von Cancer-Associated Fibroblasts (CAF) ausbilden [147]. Fiir CAF konnte
wiederum gezeigt werden, dass sie Transforming Growth Factor 31 (TGFB1) tragende EV produzieren
konnen, die die Migrations- und Invasionsfahigkeit von Ovarialkarzinomzelllinien steigern kénnen

[120].

Fiir Ovarialkarzinom-EV konnte dartiber hinaus gezeigt werden, dass sie auf vielfaltige Art Einfluss auf
Immunzellen nehmen, wodurch kdrpereigene Reaktionen gegen Tumorzellen unterdriickt werden.
Beispielsweise konnte nachgewiesen werden, dass Ovarialkarzinom-EV direkt sowohl Natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) als auch T-Zellen hemmen und im Fall von T-Zellen auch deren Apoptose
induzieren kénnen, was zu einer verminderten Immunantwort fiihren kann [148-151]. Eine andere
Moglichkeit, wie EV eine Immuntoleranz gegeniiber einem Tumor induzieren kdnnten, besteht in der
Bildung von regulatorischen T-Zellen (Trg). Anhand von Biopsien konnte gezeigt werden, dass
epitheliale Ovarialkarzinome einen deutlich groBeren Anteil an T.g aufweisen als vergleichbare
benigne Ovarialtumore. Diese Menge an T scheint durch EV von tumorassoziierten Makrophagen
(TAM) bedingt zu sein, indem sie die Differenzierung von Treg aus CD4+ T-Zellen stimulieren [152]. Die
Tatsache, dass diese Differenzierung durch tumorassoziierte EV begtinstigt wird und T, liberwiegend
hemmend auf das Immunsystem wirken, unterstreicht die Bedeutung von EV als Koordinatoren eines

tumorfordernden, immunsuppressiven Tumormikromilieus in Ovarialkarzinomen.

Neben der Koordinierung des Tumor-Mikromilieus im Primartumor sind EV auch maRgeblich an der
Entstehung der fiir das Ovarialkarzinom typischen Peritonealkarzinose beteiligt. Hierbei werden
Schliisselelemente wie die Freisetzung von Tumorzellen aus dem Primartumor und deren Invasion des
Peritoneums durch die Mesothelbarriere durch tumorassoziierte EV beglinstigt [153, 154]. Ein Prinzip,
wie EV bereits lange vor Ankunft von Tumorzellen in einem Gewebe deren Invasion und Versorgung
vorbereiten kdénnen, ist die Bildung einer sogenannten prametastatischen Nische. Hierbei handelt es
sich um ein Gewebe-Mikromilieu, das durch molekulare und zelluldare Veranderungen entsteht und

dadurch rezeptive Eigenschaften erwirbt, die eine Metastasen-Ansiedelung erleichtern [155]. EV
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kénnen in prametastatischen Nischen beim Ovarialkarzinom vergleichbare Funktionen wie im Tumor-
Mikromilieu des Primartumors Gibernehmen. Sie kénnen die Bildung neuer Blutgefalle initiieren, eine
lokale Immunsuppression bedingen, das zelluldre Geflige umstrukturieren und auf diese Weise das
Anwachsen und Gedeihen von Tumorzellen ermoéglichen [147-152, 156, 157]. Zwei ausfiihrliche
Darstellungen der Beteiligung von EV an der Vorbereitung und Aufrechterhaltung metastatischer
Nischen im Ovarialkarzinom sowie deren Beteiligung an der Entstehung der typischen Peritoneal-

karzinose wurden 2019 von Feng et al. sowie Nakamura et al. publiziert [158, 159].

Neben der Etablierung eines tumorférdernden Mikromilieus kénnen EV auch Chemoresistenzen
beglinstigen und somit einen groRen Einfluss auf die Therapie und Prognose des Ovarialkarzinoms
nehmen. Bereits im Jahr 2005 konnte gezeigt werden, dass Cisplatin-resistente im Vergleich zu -sensi-
tiven Ovarialkarzinomzellen bei Cisplatin-Exposition vermehrt platinhaltige EV sezernieren, was auf
einen moglichen Entgiftungsmechanismus der Zellen tber EV hinweist [160]. Jedoch zeigen Ovarial-
karzinomzellen, die mit den EV von mit Cisplatin behandelten Zellen inkubiert werden, eine erhéhte
Invasivitat, was darauf hindeutet, dass diese Vesikel eine Uber die Entgiftung hinausgehende, tumor-
fordernde Funktion erfiillen [154]. Bemerkenswerterweise konnen die unter Cisplatin-Stimulation
freigesetzten EV nicht nur die Invasivitat, sondern auch die Resistenz gegeniiber dem Chemothera-
peutikum in Akzeptorzellen signifikant erhéhen. Eine solche Resistenz-Ubertragung kann auch
beobachtet werden, wenn Cisplatin-sensitive mit den EV von Cisplatin-resistenten Ovarialkarzinom-
zellen auch ohne vorherige Cisplatin-Therapie behandelt werden [161, 162]. Bedeutend ist, dass auch
die EV von tumorassoziierten Zellen wie TAM einen Einfluss auf das Chemoresistenzprofil von

Ovarialkarzinomzellen zu nehmen scheinen [163].

Zusammenfassend formuliert sind EV im Ovarialkarzinom in vielfadltiger Weise am Informations-
austausch im Tumormikromilieu, an der Bildung von prametastatischen Nischen, der Formation einer

Peritonealkarzinose sowie an der Entstehung und Verbreitung von Chemoresistenzen beteiligt.

1.4 Zielsetzung

Sowohl extrazellulare Vesikel (EV) als auch die Metalloprotease ADAM17 kénnten eine bedeutende
Rolle bei der Entstehung, der Progression und der Chemotherapie-Resistenzentwicklung des Ovarial-
karzinoms spielen. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass durch Cisplatin-
stimulierte Ovarialkarzinomzellen eine mittels ELISA bestimmte, gesteigerte ADAM17-Konzentration
im Vergleich zu unstimulierten Zellen aufweisen. Diese Cisplatin-induzierte Konzentrationserhéhung
geht jedoch mit einem Verlust der ADAM17-Oberflachenexpression einher. Da dieser Effekt ebenfalls
bei Stimulation mit dem ADAM17-Aktivator PMA beobachtet wurde, lasst dies einen gemeinsamen,

durch beide Substanzen induzierten Umverteilungsmechanismus von ADAM17 vermuten [33]. Auch
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Groth et al. (2016) konnten eine Verminderung der ADAM17-Oberflaichenexpression bei PMA-
stimulierten Lungenepithelzellen (A549) nachweisen, welche mit einer Freisetzung von EV mit

funktionell aktiver ADAM17 korreliert war [123].

In Anlehnung an die Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe wird im Folgenden untersucht, welchen Einfluss
Cisplatin auf den Gesamtgehalt von maturer ADAM17 in Ovarialkarzinomzellen nimmt. Dabei soll in
Bezug auf die von Groth et al. (2016) beobachtete Umverteilung von ADAM17 geklart werden, ob EV-
assoziierte ADAM17 unter Cisplatin-Stimulation freigesetzt wird. Konkret sollen folgende Fragen

beantwortet werden:

1. Bewirkt eine Cisplatin- oder PMA-Stimulation die Freisetzung von EV aus Igrov-1-Zellen und kénnen
diese entsprechend den von der ISEV (2018) vorgeschlagenen Mindeststandards eindeutig

charakterisiert werden?

2. Ist das von Théry et al. publizierte und entsprechend den Ergebnissen von Ashiru et al. (2010) und

Chitadze et al. (2013) modifizierte Protokoll zur Anreicherung von EV geeignet?

3. Korrelieren Zelltod, EV-Freisetzung und die Abundanz EV-assoziierter ADAM17 mit der Cisplatin-

Konzentration?

4. Werden durch Cisplatin-Stimulation freigesetzte EV von Igrov-1-Zellen aufgenommen?

AbschlieBend soll perspektivisch untersucht werden, ob die im Rahmen von Zellkulturexperimenten

erhobenen Ergebnisse auch auf EV aus Patientinnen-Aszites tbertragbar sind.

Mit den Untersuchungen dieser Arbeit soll die Verbindung von EV und ADAM17 im Ovarialkarzinom
naher beleuchtet werden. Dariiber hinaus soll die Anreicherung und Charakterisierung von mit dem
Ovarialkarzinom assoziierten EV weiter standardisiert werden. Allgemeines Ziel dieser Arbeit ist es, die
Forschung auf dem Weg zu unterstiitzen, eine frihere Diagnose des Ovarialkarzinoms zu ermdglichen
und die Entstehung von Chemoresistenzen wahrend der Therapie zu umgehen, um auf diesem Weg

die meist fatale Prognose des Ovarialkarzinoms zu verbessern.
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2 Material

2.1 Zellkultur

2.1.1 Zelllinien
Zelllinien Vertrieb
lgrov-1 American Type Culture Collection (ATCC),

Humane Zelllinie des Ovarialkarzinoms. Das Manassas, USA
Ursprungsgewebe wurde einer 47-jahrigen

Frau mit einem Stadium-Ill-Ovarialkarzinom

aus dem rechten Ovar entnommen.

Synonyme: IGROV-1, IGR.0V1, NCI-60, NCI60

2.1.2 Zellkulturmedien, -stimulantien, Puffer und Losungen

Medien Hersteller
Einfriermedium
RPMI 1640 mit Glutamin und 2 g/I NaHCO; PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
10 % (v/v) Gibco® FKS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
10 % (v/v) DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Zellkulturmedium
RPMI 1640 mit Glutamin und 2 g/I NaHCO; PAN Biotech
10 % (v/v) Gibco® FKS Thermo Fisher Scientific
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich
10.000 U/10.000 pg/ml
in 0,9 % NaCl

Zellstimulantien Hersteller
Cisplatin Apotheke Universitatsklinikum Schleswig-
1,0015 mM Cis-Diammindichloridoplatin = Holstein
in 0,9 % NaCl

> 99,8%iger Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Latrunculin A Tocris, Bioscience, Bristol, UK
0,9 % NaCl

154 mM NaCl Roth
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in ddH,0 Braun, Melsungen, Deutschland
PMA Sigma-Aldrich
Puffer und Losungen Hersteller
FACS-Waschpuffer
1% (w/v) BSA Serva, Heidelberg, Deutschland
0,1 % (w/v) NaN; Merck, Kenilworth, USA
in PBS Lonza, Walkersville, USA
Fixationspuffer
1% (w/v) PFA Merck
in PBS Lonza
PBS ohne Calcium und Magnesium, steril filtriert Lonza
25 mM Trehalose
25 mM D(+)-Trehalose-Dihydrat Roth
in 0,1 um filtriertem PBS Lonza
Trypsin/EDTA Losung (0,5 %/0,2 %) 10 x in PBS Biochrom, Berlin, Deutschland
Membranfarbstoffe
0,4 % Trypanblau-Losung Sigma-Aldrich
Vybrant™ DiO Cell-Labeling Solution Thermo Fisher Scientific
Wheat germ agglutinin (Alexa Fluor 647 Thermo Fisher Scientific
conjugate)
Kits Hersteller
Mycoplasmentest:
MycoAlert™ Plus Lonza
Venor® GeM OneStep Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland
STR-Marker-Analyse
AmpFISTR® Identifiler® Plus PCR Thermo Fisher Scientific

Amplification Kit
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2.2 Proteinbiochemie

2.2.1 Lysepuffer mit Protease-Inhibitoren

Chemikalien 1x konzentriert = 2x konzentriert Hersteller

Tris 50 mM 100 mM Merck

NaCl 150 mM 300 mM Roth

EDTA 2mM 4 mM Merck

NaF 1mM 2mM Merck

NasVOq 1mM 2mM Santa Cruz, Dallas, USA
NP-40 (IGEPAL CA-630) 1% (v/v) 2% (v/v) Sigma-Aldrich

Triton™ X-100 1% (v/v) 2 % (v/v) Sigma-Aldrich

Zunachst muss der pH-Wert auf 7,5 eingestellt werden, erst dann
werden NP-40 und Triton X-100 zugegeben.
1 Tablette Complete™ mini ohne EDTA (Proteaseinhibitoren) pro Roche, Mannheim,

10 ml Deutschland

2.2.2 Proteinbestimmung

Protein-Assay Hersteller

Coomassie Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific

DC Protein-Assay Bio-Rad Bio-Rad, Hercules, USA

2.2.3 Gelelektrophorese

Gele Hersteller

Sammelgel (10 ml)

1,67 ml 30%iges Acrylamid/ Roth
0,8%iges Bisacrylamid
1,25 ml 1M Tris-HCI-Puffer (pH 6,8) Merck
100 pl 10%iges SDS Merck
7,03 ml ddH,0 Braun
50 ul 20%iges APS GE Healthcare, Uppsala, Schweden
10 pl TEMED Roth

Trenngel (30 ml)
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12 ml 30%iges Acrylamid/

0,8%iges Bisacrylamid

11,2 ml 1M Tris-HCL-Puffer (pH 8,8)
300 pl 10%iges SDS

6,7 ml ddH,0

100 pl 20%iges APS

20 ul TEMED

Puffer und Losungen

3x SDS-PAGE Probenpuffer

200 mM Tris-HCL-Puffer (pH 6,8)
6 % (w/v) SDS

30 % (v/v) Glycerin

0,05 % (v/v)  Bromphenolblau

in ddH,0
Um reduzierende Konditionen zu erzeugen:
+5% (v/v) B-Mercaptoethanol
NuPAGE MES 20x SDS Running-Buffer

Elektrophoresepuffer

25 mM Tris
192 mM Glycin
3,5 mM SDS
in ddeO
GroRenmarker

Precision Plus Protein™ All Blue
Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

PageRuler™ Low Range Unstained Protein Ladder

2.2.4 Western Blot

Puffer und Losungen
Transferpuffer
25 mM Tris
192 mM Glycin

Roth

Merck

Merck

Braun

GE Healthcare
Roth

Hersteller

Merck
Merck
Merck
Sigma-Aldrich

Millipore, Burlington, USA

Merck
Novex, Carlsbad, USA

Merck
Merck
Merck

Millipore

Hersteller
Bio-Rad
Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific

Hersteller

Merck
Merck
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0,15 % (v/v)  10%iges SDS Merck
20 % (v/v) Methanol Roth
in ddH,0 Millipore
Waschpuffer (TBS)
10 mM Tris Merck
150 mM NaCl Roth
in ddH,0 Millipore
Waschpuffer (TBS-T)
0,05% (v/v) Tween®20 Sigma-Aldrich
in TBS
Ponceau S Farbeldsung Sigma-Aldrich
Blockierlosungen
Bovines Serumalbumin 5 % (w/v) in TBS Serva

Milchpulver 5 % (w/v) in TBS-T

ECL™ Western Blotting Detection Reagent

,Stripping“-Losung

62,5 mM
10 % (v/v)
2 % (v/v)

2.2.5 Antikorper

Zielantigen

CD9

CD63
HSP70

Calnexin
ADAM17
B-Actin
Maus-IgG
Ratte-IgG

Kaninchen-IgG

Tris-HCL-Puffer (pH 6,8)

SDS

B-Mercaptoethanol

in ddH,0

Spezies

Kaninchen

Maus

Maus

Ratte
Kaninchen
Maus
Schaf
Ziege

Esel

Klon

EPR2949

TS63
W27

W17077C
polyklonal
AC-74

Frema, Radolfzell, Deutschland

GE Healthcare

Merck
Merck
Merck

Braun

Verdiinnung

1:1000

1:1000
1:1000

1:1000
1:1000
1:1000
1:7500
1:5000
1:5000

Katalognummer

ab92726

ab59479
648001

699401
ab39162
A2228
NA931V
NA9350V
NA9340V

Hersteller
Abcam,
Cambridge, UK
Abcam
BiolLegend,
San Diego, USA
BiolLegend
Abcam
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
GE Healthcare

GE Healthcare
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2.3 Gerate

Geréte
Belichtungskassette
Hypercassette™
Blotkammer
Trans-Blot® cell
Mini Trans-Blot® cell
Elektrospray-lonisator
Triversa Nanomate®
Gefriertruhen
Tiefkthltruhe (-20 °C)
U570 Premium ULT Freezer (-85 °C)

Gefrierbehalter mit definierter Kiihlrate

Mr. Frosty
Gelelektrophorese-Laufkammer

Mini Gel Tank

XCell SureLock ™

Protean® xi Cell
Hamozytometer

Neubauer improved, Bright-Line
Heizblock

HB2

Dri-Block, DB 3A
Inkubator

Thermo Heracell™ 240i
Kleinschiittler

VXR basic Vibrax®
Kiihlschranke

Liebherr, ProfiLine (4 °C)

Liebherr, Premium No Frost (4 °C)

Bosch, Kihlschrank (4 °C)
Magnet-Heizrihrer

IKAMAG® RCT

Hersteller

GE Healthcare

Bio-Rad
Bio-Rad

Advion, Ithaca, USA

Liebherr, Bulle, Schweiz

New Brunswick Scientific, New Brunswick,

USA

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad

Neubauer Laboroptik Ltd, Landing, UK

Wealtec Corp., New Taipei City, Taiwan
Techne, Staffordshire, UK

Thermo Fisher Scientific

IKA-Werke, Staufen, Deutschland

Liebherr

Liebherr

Bosch, Stuttgart, Deutschland

IKA-Werke
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Messinstrumente

Spektralphotometer

SmartSpec™ 3000
Automatisierte Mikroskope

NYONE®

Lionheart™ FX
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

NanoSight 300 (NS 300)
Transmissionselektonenmikroskop (TEM)

JEOL 1400 Plus TEM
TEM-Kamera

TemCam-F416 (4k x 4k)
Rasterelektronenmikroskop

Philips XL 20
Imaging-Durchflusszytometer

ImageStream® X Mark Il
Massenspektrometer

Q Exactive™ Plus
Mikrotiterplatten-Photometer

Sunrise™-Basic Tecan

Infinite® M Plex

Mikroskop

Zeiss ID 03

Pipetten

Eppendorf Research 0,1-2,5 pl
Eppendorf Research 1-10 pl
Eppendorf Research 10-100 pl
Eppendorf Research 20-200 pl
Eppendorf Research 100—1000 pl

Pipettierhilfe

Accu-jet®

Schittler

Rocky®

Ultrarocker™

Bio-Rad

Synentec GmbH, Elmshorn, Deutschland

BioTek, Vermont, USA

Malvern Panalytical, Malvern, UK

JEOL Germany, Minchen, Deutschland

TVIPS, Miinchen, Deutschland

Philips, Eindhoven, Niederlande

Merck

Thermo Fisher Scientific

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Tecan

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Brand, Wertheim, Deutschland

Labortechnik Frobel GmbH, Lindau,

Deutschland

Bio-Rad
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Roller
Stuart SRT6 Rollmixer
Rotoren
F-45-18-11
Heraeus™ Sepatech 8074
Heraeus™ Sepatech 8030
Heraeus™ Sepatech 3743

SW 32.1Ti + freischwingende Einsatze

Steril-Bank

Heraeus™ Lamin Air® HB2472K
Sicherheitsbrenner

GASI
Ultrazentrifugen

Beckmann XL80
Vakuumpumpe

NO22 AN.18
Vortexmischer

Vortex-Genie™ 2, G-560E

Reax 1R

MS1 Minishaker
Wasserbad
GFL 1003

GFL 1083
Western Blot-Prozessor
CP 1000
Zentrifugen
5415C
Heraeus™ Varifuge 3.0R
Heraeus™ Biofuge™ 15R
Heraeus™ Megafuge™ 1.0
Computerprogramme
YT-software®

NanoSight software Version 3.40

Bibby Scientific, Staffordshire, UK

Eppendorf

Heraeus, Hanau, Deutschland
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Beckmann Coulter, Indianapolis, USA

Heraeus

Schitt-BioTec, Gottingen, Deutschland

Beckmann Coulter

Neuberger, Freiburg, Deutschland

Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Heidolph Instruments, Schwabach,

Deutschland

IKA-Werke

GFL Gesellschaft fir Labortechnik,

Burgwedel, Deutschland

GFL Gesellschaft fur Labortechnik

AGFA, Mortsel, Belgien

Eppendorf

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Synentec

Malvern Panalytical
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Amnis® IDEAS 6.3
Amnis® Inspire™
Gen5™

Magellan™ Standard
Microsoft Office 2016

Graphpad Prism 8

2.4 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial
Kalibierungs-Kit

Amnis® SpeedBead® Kit for ImageStream®
Reaktionsgefale

0,5 ml

1,5 ml

2ml

15 ml

50 ml
Pipettenspitzen

1-10 pl

1-200 pl

1-1000 pl
Serologische Pipetten

1ml

5ml

10 ml

25 ml

50 ml

Pasteurpipetten, 1ISO7712, 230 mm

Spritzen
1 ml Luer Plastipak™

50 ml Luer-Lok Plastipak™

Luminex, Austin, USA

Luminex,

BioTek, Winooski, USA

Tecan

Microsoft Corporation, Redmond, USA
GraphPad Software, San Diego, USA

Hersteller

Luminex

Sarstedt, Niumbrecht, Deutschland

Sarstedt

Sarstedt

Greiner Bio-One, Frickhausen, Deutschland

Greiner Bio-One

Sarstedt
Sarstedt

Sarstedt

Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Assistent Karl Hecht, Sonderheim von der

Rhon, Deutschland

BD, Wokingham, UK
BD
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Zellkulturflaschen
TC Flasche T-75, Cell+, Bel. Kap. Sarstedt
Flachbodenplatten
6-Well Cellstar Greiner Bio-One
96-Well TC-Platte,Cell+, F gelb Sarstedt

Spritzenaufsatzfilter

0,1 um, steril, Minisart® Syringe Filter Sartorius, Gottingen, Deutschland
0,2 um, steril, Whatman® Puradisc Merck
0,45 pum, steril Whatman® Puradisc Merck

Ultrazentrifugationsrohrchen

Ultra-Clear™ Tubes 16 x 102 mm Beckmann Coulter
Photometerkiivetten

Polysterol Klivetten 10 x 4 x 45 mm Sarstedt
Fertiggele

NuPAGE™ 4-12 % Bis-Tris Gel Thermo Fisher Scientific

Nitrozellulosemembran

Protran™ Supported 0.2 um NC GE Healthcare
Filterpapier fir Western Blot

Whatman™ 3 mm GE Healthcare
Western-Blotting Detektionsreagenz

Amersham Hyperfilm™ ECL GE Healthcare
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Herstellung eines von extrazellularen Vesikeln depletierten Kulturmediums

Fetales Kalberserum (FKS) ist ein Hauptbestandteil vieler Zellkulturmedien. Da es aus dem Blut von
Kuhfeten gewonnen wird, enthalt es natiirlicherweise groBe Mengen an extrazelluldren Vesikeln (EV).
Dieser Umstand erschwert die selektive Anreicherung und Analyse von EV, welche von in FKS-haltigem
Medium kultivierten Zellen freigesetzt werden. Aus diesem Grund war es notwendig, ein
Kulturmedium herzustellen, welches moglichst wenige EV enthilt. Ein Verfahren zur Herstellung eines
solchen EV-depletierten Kulturmediums wurde bereits 2006 von Théry et al. publiziert [82, 112]. Eine

schematische Darstellung des in dieser Arbeit angewendeten Protokolls wird in Abbildung 3.1 gezeigt.

RPMI 1640
+20 % (v/v) FKS
+PIS

l

18 h 100.000x g

E Pellet wird
verworfen
E + E

EV-

RPMI 1640 Ev-
depletiertes  + P/S depletiertes
Konzentrat Kulturmedium

Abbildung 3.1: Herstellung eines EV-depletierten Kulturmediums nach Théry et al. (2006).

Ein Kulturmedium-Konzentrat mit einem FKS-Anteil von 20 % (v/v) und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/10.000 pg/ml) (P/S) wurde fiir mindestens 18 h bei 100.000 x g zentrifugiert. Die pelletierten
Mediumbestandteile wurden verworfen und der EV-freie Uberstand wahlweise bei 4 °C eingelagert oder zur
direkten Verwendung zu gleichen Teilen mit einem Ansatz aus RPMI-1640-Medium und 1 % P/S

(10.000 /10.000 pg/ml) gemischt.

In einem ersten Schritt wurde ein Kulturmedium-Konzentrat angesetzt, bestehend aus Roswell Park

Memorial Institute (RPMI) 1640 Medium, 20 % (v/v) FKS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
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(10.000 U/10.000 pg/ml). AnschlieRend wurden jeweils 18 ml dieses Konzentrats in Ultrazentrifuga-
tionsrohrchen Uberfiihrt. Diese wurden in freischwingende Einsdtze eines SW-32.1-Ti-Rotors einge-
setzt und 18 h bei 4 °C in einer Beckmann-XL80-Zentrifuge bei 100.000 x g (28.000 rpm) zentrifugiert.
Die EV-depletierten Uberstinde wurden unter sterilen Bedingungen mit einem 0,2 um Spritzenvor-
satzfilter in ein Sammelgefal Gberfiihrt und die EV-haltigen Pellets verworfen. Dieses Kulturmedium-
Konzentrat wurde anschlieBend fir maximal vier Wochen bei 4 °C gelagert. Fir die Anzucht von
Zellkulturen wurde das EV-depletierte Kulturmedium-Konzentrat zu gleichen Teilen mit einem Ansatz

aus RPMI-1640-Medium und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (10.000 U/10.000 pg/ml) gemischt.

3.1.2 Kultivieren, Passagieren und Kryokonservieren von Ovarialkarzinomzellen

Fiir alle in dieser Arbeit beschriebenen Zellkultur-Experimente wurde die Ovarialkarzinomzelllinie
Igrov-1 verwendet. Die Zellen wurden, abhangig von der Versuchsdurchfiihrung, in EV-haltigem bzw.
EV-depletiertem RPMI-1640-Medium mit 10 % (v/v) FKS und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
(10.000 U/10.000 pg/ml) bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Die Zellen wurden bei Erreichen einer
80%igen Konfluenz passagiert. Hierfiir wurde der Uberstand abgesaugt und die adhirenten Zellen am
Flaschenboden mit 5ml Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Um die Zellen
anschlieRend vom Flaschenboden I6sen zu kdnnen, wurden 4 ml Trypsin hinzugegeben und der Ansatz
bei 37 °Cflir 10 min inkubiert. Trypsin ist eine Serinprotease, die der Adharenz dienende, extrazelluldre
Proteine schneidet und die Zellen auf diese Art vom Flaschenboden bzw. aus dem Zellgefiige 16st [164].
AnschlieBend wurde die Flaschenseite mehrmals handisch beklopft, um die Zellen mechanisch noch
weiter zu vereinzeln. Das Abldsen der Zellen wurde mikroskopisch verifiziert. Die Aktivitat des Trypsins
wurde durch Zugabe von 6 ml 37 °C warmem, FKS-haltigem RPMI-Medium gestoppt. Die Zellsuspen-
sion wurde in ein 50-ml-ReaktionsgefaR tGberfiihrt und die Zellen bei 300 x g fiir 10 min pelletiert. Die
Uberstinde wurden verworfen und die Zellpellets in 10 ml PBS aufgenommen und erneut bei 300 x g
fiir 10 min zentrifugiert [33]. AnschlieRend wurden die Zellpellets im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 verdiinnt
und zur Aussaat in 10 ml Medium (RPMI 1640/ 10 % (v/v) FKS/ 1 % (v/v) P/S) in Zellkulturflaschen

uberfuhrt.

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen in Einfriermedium resuspendiert und mithilfe eines Gefrier-
behalters mit einer definierten Kihlrate auf -80 °C abgekiihlt und innerhalb von 24 h in flissigen Stick-
stoff eingelagert. Um mogliche Mykoplasmen-Kontaminationen auszuschlieRen, wurden regelmaRige
Testungen durchgeflihrt. Die Zellidentitat wurde durch Short Tandem Repeat (STR)-Analyse verifiziert.

Auf diese Weise konnten Kontaminationen mit anderen Zelllinien ausgeschlossen werden [165].
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3.1.3 Messung des Zelliiberlebens

Das Uberleben der in Kultur gehaltenen Zellen wurde mithilfe einer Trypanblau-Farbung untersucht.
Trypanblau wird von lebenden Zellen kaum aufgenommen, farbt jedoch das Zytoplasma toter Zellen
aufgrund von deren gestorter Zellwandintegritat an [166]. Hierzu wurden zunachst die Zellkulturiber-
stande abgenommen und die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen. Nachfolgend wurden die Zellen mit 3 ml
Trypsin fur 10 min bei 37 °C inkubiert. Die Aktivitat des Trypsins wurde durch Zugabe von 3 ml FKS-
haltigem RPMI-Medium gestoppt und der Flaschenboden abschlieBend mit 2 ml PBS gewaschen. Die
fiir das Waschen verwendete PBS-Lésung und das Trypsin-Medium-Gemisch wurden mit den in ihnen
gelosten Zellen in ein ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Das sich ergebende Gesamtvolumen von 10 ml
Zellsuspension wurde im Anschluss mehrfach resuspendiert. Dann wurden 20 pl der Zellsuspension
mit 20 ul 0,4 % (v/v) Trypanblau-Lésung und 380 ul PBS in einem 1,5-ml-ReaktionsgefaR gemischt. Ein
beispielhaftes mikroskopisches Bild Trypanblau-gefarbter Zellen ist in Abbildung 3.2 dargestellt.

Abbildung 3.2: Mikroskopische Darstellung des durch Trypanblaufdarbung nachgewiesenen Zelliiberlebens.
Gezeigt werden mit Trypanblau gefarbte Igrov-1-Zellen. Das Zytoplasma toter Zellen farbt sich aufgrund der
gestorten Zellwandintegritat an, wohingegen lebende Zellen den Farbstoff aufgrund ihrer intakten Zellwand
nicht aufnehmen und daher im mikroskopischen Bild deutlich heller erscheinen. Eine tote, dunkel gefarbte
Zelle wurde beispielhaft mit einem Kreis gekennzeichnet.

Um die Farbungsunterschiede mikroskopisch visualisieren und quantifizieren zu kénnen, wurden
Triplikate von jeweils 100 pl der oben beschriebenen, gefarbten Zellsuspension in eine 96-Well-Flach-
bodenplatte Gberfiihrt und bei 300 x g fiir 5 min zentrifugiert. Das Zellliberleben wurde mithilfe des

Nyone Cell Imager, eines vollautomatisierten Mikroskops, auf Basis der Zellfarbung bestimmt.



3 Methoden 30

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl sowie Durchfithrung von Aussaat und Stimulation

Um eine definierte Zellzahl in Kultur nehmen zu kénnen, wurden durch Trypsin gel6ste Zellen (Kap.
3.1.2) bei 300 x g zentrifugiert, mit PBS gewaschen, erneut zentrifugiert und anschlieRend in 10 ml PBS
aufgenommen. Von dieser Zellsuspension wurden 20 pl mit 80 pl PBS (Verhéltnis 1:5) gemischt und

anschliefend 10 pl in eine Neubauer-Zahlkammer (Hdmozytometer) Uberfiihrt.

Eine Neubauer-Zahlkammer besitzt vier groRe Quadranten, die ihrerseits in 16 kleinere Quadrate
unterteilt sind. Es wurde darauf geachtet, dass sich die Zellen aus dem genannten Ansatz gleichmaRig
in der Zahlkammer verteilten. Die Zellen wurden gezahlt und der Vorgang ein weiteres Mal
durchgefihrt. AnschlieRend konnte die Konzentration der Zellen in der Suspension mit folgender

Formel berechnet werden:

Zellen _ Zellzahl
ml

x5x10%

In dieser Formel reprasentiert die Zahl 8 die Anzahl der Quadranten, die Zahl 5 steht fir den

Verdinnungsfaktor und die Zahl 10# fiir den Kammerfaktor.

Die zu Beginn eines Experimentes ausgesadte Anzahl an Igrov-1-Zellen leitete sich von Erfahrungs-
werten unserer Arbeitsgruppe ab. So wurden 3,5x10°Zellen pro T75-Zellkulturflasche,
4,5 x 10° Zellen pro Well einer 6-Well-Flachbodenplatte bzw. 1,3 x 10*Zellen pro Well einer 96-Well-
Flachbodenplatte ausgesdt mit dem Ziel, nach einer 24-stiindigen Kultivierung eine 70%ige Zell-
konfluenz zu erreichen. Die Konfluenz der in T75-Zellkulturflaschen kultivierten Zellen wurde taglich

mikroskopisch abgeschéatzt und diente als Qualitdtskontrolle des Zellwachstums.

Die Stimulation der ausgebrachten Igrov-1-Zellen erfolgte, je nach Experimentaufbau, fir 2 h bzw. 48 h
mit verschiedenen Konzentrationen Cisplatin bzw. Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) sowie den im
folgenden genannten Kontrollen. Diese Stimulantien und Kontrollen wurden in EV-depletiertem
Medium (Kap. 3.1.1) gel6st und vor der Behandlung auf 37 °C aufgewarmt. Als Kontrollen wurden
gleiche Volumina der Losungsmittel gewahlt, in welchen die Stimulantien diluiert waren (0,9 %
Natriumchlorid-Losung (NaCl) bei Cisplatin bzw. Ethanol-RPMI-Medium-Gemisch (EtOH) im Verhéltnis
1:15 bei PMA). Das Zelliberleben wurde taglich bzw. nach entsprechender Stimulationsdauer

gemessen (Kap. 3.1.3).

3.2 Gewinnung und Lagerung von Aszites

Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen wurde bei Entlastungspunktionen oder wahrend Operatio-
nen unter sterilen Bedingungen abgenommen und umgehend zur weiteren Prozessierung in das

Gynakologische Labor Uberfiihrt. Vorab willigten die Patientinnen in eine Verwendung der Aszites zu
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Forschungszwecken gemal’ der Deklaration von Helsinki ein. Ein entsprechender Antrag wurde durch
die Ethikkommission der Christian-Albrecht-Universitat zu Kiel bewilligt (AZ-Nr: D563/21). Zunéachst
wurden die Aszitesproben in 50-ml-ReaktionsgefalRen aufgeteilt und bei 250 x g zentrifugiert. Die zell-
freien Uberstinde wurden in neue ReaktionsgefiRe iiberfiihrt und bis zu deren weiterer Verarbeitung

bei -20 °C eingelagert.

3.3 Anreicherung, Charakterisierung und Lagerung extrazelluldrer Vesikel

3.3.1 Anreicherung extrazelluldrer Vesikel durch differentielle Zentrifugation und

Ultrazentrifugation

In dieser Arbeit wurden als Ausgangsmaterialien flir die EV-Anreicherung Zellkulturliberstande (Kap.
3.1.2) und Aszitesproben (Kap. 3.2) gewahlt. Beide Ausgangsmaterialien wurden in einem ersten
Schritt in 50-ml-Reaktionsgefalle liberfiihrt. Die Aszitesproben wurden in einem Verhaltnis von 1:4 mit
PBS (0,1 um filtriert) verdinnt. AnschlieBend wurden die Zellkulturiiberstande bzw. die verdiinnten
Aszitesproben sowie geeignete Kontrollen gemadB dem in Abbildung 3.3 dargestellten Protokoll

prozessiert.
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Zellkulturiberstande
Aszites
Kontrollen

Verworfen wird:

I_

10 min 300x g
Uberstand =) | Pellet
30 min 2000x g
Uberstand =) | Pellet
_ 45 min 10.000x g
%ﬂ Uberstand 1 =) | Pellet
’E 90 min 100.000x g
g Pellet l mm) | Uberstand
% 90 min 100.000x g
Pellet l mm) | Uberstand

Volumenbestimmung
und -angleichung

Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Anreicherung von EV durch differentielle Zentrifugation und
Ultrazentrifugation.

EV enthaltende Zellkulturiiberstidnde oder Aszitesproben sowie geeignete Kontrollen wurden sequentiell

10 min bei 300 x g, 30 min bei 2000 x g, 45 min bei 10.000 x g und anschlieBend zweimal bei 100.000 x g fir
90 min zentrifugiert. Die nach den jeweiligen Zentrifugationsschritten erhaltenen Pellets und Uberstinde
wurden verworfen oder weiterprozessiert. Im Anschluss wurde das nach Abnahme des letzten Uberstands im
Zentrifugationsrohrchen verbliebene Volumen bestimmt. Nachfolgend wurden die Volumina der zu
vergleichenden Proben angeglichen.

Das zur Anreicherung von EV mittels differentieller Zentrifugation und Ultrazentrifugation verwendete
Protokoll basiert auf einem bereits im Jahr 1996 von Raposo et al. publizierten Verfahren, das von
Théry et al. im Jahr 2006 in leicht modifizierter Form publiziert wurde. Dieses Protokoll wurde unter

Kenntnisnahme der Ergebnisse von Ashiru et al. (2010) sowie Chitadze et al. (2013) aus der
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Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ottmar JanRen in Bezug auf einzelne Zentrifugationszeiten angepasst [112,

121, 167, 168].

Diesem modifizierten Protokoll folgend wurden die Ausgangsmaterialien zunachst bei 300 x gund 4 °C
fir 10 min zentrifugiert. Die resultierenden Uberstinde wurden in neue 50-ml-ReaktionsgefiRe
Uberfihrt. Das erhaltene Pellet wurde, je nach Versuchsaufbau, verworfen oder den Zellsuspensionen
hinzugefiigt, aus denen die Zelllysate hergestellt (Kap. 3.4.1.1) bzw. das Zelliberleben (Kap. 3.1.3)
gemessen wurde. Die (iberfiihrten Uberstande wurden bei 2000 x g und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert
und anschlieBend in Ultrazentrifugationsrohrchen gegeben. Es wurde darauf geachtet, dass diese
Rohrchen stets bis zu ihrem Rand gefiillt waren, um einen Unwuchteffekt des Rotors in der Ultrazentri-
fuge zu vermeiden. Die durch Pipettierverlust entstandenen Differenzen der Volumina in den Ultra-
zentrifugationsrohrchen wurden mit PBS (0,1 um filtriert) bzw. filtrierter 25 mM Trehalose-L6sung

(0,1 um filtriert) ausgeglichen.

Der erste Ultrazentrifugationsschritt erfolgte bei 9000 x g und 4 °C fur 45 min in freischwingenden
Einsatzen eines SW-32.1-Ti-Rotors. Danach wurden die Uberstinde in neue Ultrazentrifugations-
réhrchen Gberflihrt und bei 100.000 x g und 4 °C flir 90 min zentrifugiert. Um das EV-Pellet zu schonen,
wurden zwei Drittel des EV-depletierten Uberstands mit einer Pasteurpipette in kreisenden Bewegun-
gen abgesaugt und der verbliebene Uberstand unter Kippen des Ultrazentrifugationsrohrchens bei
gleichzeitigem Absaugen entfernt. Das freigelegte EV-Pellet wurde mit filtrierter PBS bzw. filtrierter
Trehalose-Lésung (25 mM) gewaschen und erneut bei 100.000 x g und 4 °C fiir 90 min zentrifugiert.
Der dadurch entstandene EV-depletierte Uberstand wurde, wie im vorherigen Schritt beschrieben,
abgenommen. Die auf diese Weise freigelegten EV-Pellets wurden fiir jeweils 30 s durch Schiitteln
gelost. AnschlieRend wurden die in den Réhrchen verbliebenen Restvolumina mit einer Pipette
bestimmt. Diese Volumina wurden mit filtrierter PBS bzw. filtrierter Trehalose-Lésung (25 mM)
eingestellt und definierte Volumina fir die nachfolgenden Charakterisierungsuntersuchungen (Kap.
3.3.2, 3.3.3, 3.3.4) abgenommen. Die restlichen Proben wurden lysiert (Kap. 3.4.1.3) und bei -20 °C

eingelagert.

3.3.2 Nanoparticle Tracking Analysis

Mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) kann die durchschnittliche GroRRe, die GroRBenverteilung
und Konzentration von EV in Losungen bestimmt werden. Grundlage dieser Messmethode ist, dass
einzelne durch einen Laserstrahl illuminierte Mikropartikel lichtmikroskopisch visualisiert und mit
einer sCMOS (Scientific Complementary Metal-Oxide-Semiconductor) Kamera gefilmt werden. Das aus
einzelnen Bildaufnahmen (Frames) rekonstruierte Bewegungsprofil der Partikel, welches auf Basis der
Brown’schen Molekularbewegung entsteht, ldsst unter Anwendung der Stokes-Einstein-Gleichung

Rickschliisse auf den Partikeldurchmesser d zu:



3 Methoden 34

kpxT
" 3xmxnxD
Hier reprdsentiert kg die Boltzmann-Konstante, T die absolute Temperatur, 1 die Viskositat der

Flissigkeit, in welcher die Partikel gelost sind, und D den Diffusionskoeffizienten. Unter Kenntnis des

gemessenen Volumens kann so die Konzentration der Partikel ermittelt werden.

In Abbildung 3.4 werden der Messaufbau einer NTA-Untersuchung schematisch dargestellt (A) sowie
Beispiele der wahrend des Messvorgangs illuminierten Partikel (B) und eine Beispiel-Auswertung von

durch NTA erhaltenen Ergebnissen (C) gezeigt.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung einer Messung mittels NTA und Visualisierung der Ergebnisse.

(A) Messaufbau einer Nanoparticle-Tracking-Analysis-Untersuchung. Ein durch ein Lasermodul generierter
Laserstrahl wird an einer mit Metall beschichteten Glaswand der Laufkammer, die mit der zu messenden Probe
gefillt ist, abgelenkt. Der Laserstrahl trifft in der Probe auf Partikel, welche das Licht streuen (dargestellt durch
Pfeile). (B) Durch ein Lichtmikroskop mit nachgeschalteter sSCMOS(Scientific Complementary Metal-Oxide-
Semiconductor)-Kamera konnen diese Partikel visualisiert und deren Bewegungen gefilmt werden. (C) Auf Basis
der Brown’schen Molekularbewegung und durch Anwendung der Stokes-Einstein-Gleichung kann die GroRRe
der Partikel ermittelt werden, wobei sich die Konzentration der Partikel aus der Kenntnis des jeweils
analysierten Volumens ergibt.

Die Messungen wurden mithilfe des NanoSight 300 (NS300) bei 25 °C durchgefiihrt. Verwendet wurde
ein 488-nm-Lasermodul. Das Camera Level und der Fokus wurden vor Beginn der Messung so weit
angepasst, dass die Partikel optimal sichtbar waren. Zu Beginn jeder Probenmessung wurde die auf
dem Lasermodul befestigte Laufkammer fiir 20 s mit einem Syringeload von 500 durchgespiilt. Es
wurden vier Messungen fir 60 s bei einem Syringeload von 40 durchgefiihrt. Die Laufkammer wurde

anschlieRend mit mindestens 1 ml PBS (0,1 um filtriert) gewaschen. Bei den Aufnahmen wurde der
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Detection Threshold so gewahlt, dass maximal viele Partikel korrekt von der NTA-Software erkannt

wurden und ein Artefaktanteil von 10 % nicht Giberschritten wurde.

Um eine Vergleichbarkeit zwischen den aufgrund des Anreicherungsvorgangs unterschiedlich konzen-
trierten Proben herzustellen, wurden Partikelmengen-Normierungen durchgefiihrt. Hierzu wurden die
in Uberstidnden oder Pellets gemessenen Partikelmengen auf die zu Beginn der Experimente in Kultur

genommenen Zellen (Kap. 3.1.4) normiert.

3.3.3 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde in Kooperation mit Dr. Philipp Arnold aus dem
Anatomischen Institut der Christian-Albrecht-Universitat zu Kiel auf Basis eines bereits etablierten und
publizierten Protokolls durchgefiihrt [125, 169]. Hierflir wurden in filtrierter PBS oder in filtrierter
Trehalose-Losung aufgenommene EV (Kap. 3.3.1) an Dr. Philipp Arnold zur weiteren Prozessierung
Ubergeben. Diese Prozessierung umfasste auch die Farbung der Probe mit halbgesattigtem Uranyl-
acetat (negative staining). Die Aufnahmen der in den vorbereiteten Proben enthaltenen EV wurden in
einem JEOL-1400-Plus-Transmissionsmikroskop mit einer integrierten TemCam-F416-Kamera

generiert.

3.3.4 Lipidprofil-Bestimmung

Die Lipidprofil-Bestimmung wurde in Kooperation mit Dr. Dominik Schwudke vom Forschungszentrum
Borstel durchgefiihrt. Das der Lipidextraktion zugrundeliegende Protokoll wurde bereits im Jahr 2008
publiziert [170]. Die in Bezug auf ihr Lipidprofil zu analysierenden Proben waren unbehandelte
Igrov-1-Zellen (Kap. 3.1.2) sowie angereicherte EV-Proben (Kap. 3.3.1). Als Negativ-Kontrolle diente
EV-depletiertes Medium (Kap. 3.1.1). Samtliche Proben wurden direkt nach ihrer Gewinnung bzw.
Herstellung in flissigem Stickstoff gefrostet, anschliefend bei -80 °C eingelagert und zeitnah massen-

spektrometrisch untersucht.

3.3.5 Untersuchung der Lagerungsfahigkeit extrazelluldrer Vesikel

Um die Lagerungsfahigkeit von EV zu analysieren und optimale Lagerungsbedingungen zu evaluieren,
wurden EV entweder in PBS (0,1 um filtriert) oder in einer 25 mM PBS-Trehalose-Losung (0,1 pm
filtriert) aufgenommen. Hierzu wurden wahrend ihrer Anreicherung (Kap. 3.3.1) samtliche durch Pipet-
tierverlust entstandenen Volumendifferenzen durch die entsprechenden Tragermittel ausgeglichen.
Nach dem ersten 100.000 x g Zentrifugationsschritt wurden die erhaltenen Pellets mit PBS oder 25 mM
PBS-Trehalose-Losung gewaschen und nach der zweiten 100.000 x g Zentrifugation in jeweils 2 ml des

entsprechenden Tragermittels aufgenommen. Diese EV-Suspensionen wurden anschlieRend auf zwei
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ReaktionsgefdRe verteilt und entweder sofort mittels NTA untersucht oder nach einer mindestens

achttagigen Lagerung bei -80 °C mit NTA und TEM analysiert.

3.4 Proteinbiochemie

3.4.1 Herstellung von Lysaten

3.4.1.1 Zelllysate

Nach Entfernen der Zellkulturiiberstande wurden die Zellen mit 10 ml 4 °C kalter PBS gewaschen und
anschlieRend mithilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden gel6st. Diese Zellsuspension wurde in ein
50-ml-Reaktionsgefald tberfiihrt. In der Zellkulturflasche verbliebene Zellen wurden durch erneutes
Waschen des Flaschenbodens mit 5 ml PBS gewonnen und ebenfalls in das entsprechende Reaktions-
gefdR gegeben. Die Zellsuspension wurde anschlieRend bei 300 x g fir 5 min zentrifugiert. Der
erhaltene, zellfreie Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette unter Schonung der Zellpellets
abgesaugt. Dieses Pellet wurde in 500 ul einfach konzentriertem Lysepuffer (Kap. 2.2.1) resuspendiert
und im Anschluss bei -20 °C gelagert. Zur weiteren Prozessierung wurden die Proben schonend auf Eis
aufgetaut und flr 10 min bei 17.310 x g und 4 °C zentrifugiert. Das Zelllysat (entspricht dem entstan-
denen Uberstand) wurde in ein neues ReaktionsgefaR iiberfiihrt. Es wurde im Anschluss entweder

einer Proteinkonzentrationsmessung (Kap. 3.4.2) zugefiihrt oder erneut bei -20 °C eingelagert.

3.4.1.2 Asziteslysate

Aszites (Kap. 3.2) wurde schonend auf Eis aufgetaut und mithilfe eines Vortexmischers geschiittelt.
AnschlieBend wurden 500 pl Aszites mit 500 pl einfach konzentriertem Lysepuffer (Kap. 2.2.1)
gemischt und fiir 20 min auf Eis inkubiert. Eine 10-minitige Zentrifugation bei 17.310 x g und 4 °C
schloss sich an. Das Asziteslysat (entspricht dem entstandenen Uberstand) wurde in ein neues

Reaktionsgefal Gberfihrt und einer Proteinkonzentrationsmessung (Kap. 3.4.2) zugefiihrt.

3.4.1.3 Lysate extrazellularer Vesikel

Die EV wurden bei ihrer Gewinnung in einem definierten Volumen aufgenommen (Kap. 3.3.1). Sie
wurden anschlieRend im Verhaltnis 1:1 mit doppelt konzentriertem Lysepuffer (Kap. 2.2.1) versetzt
und fiir 30 s mithilfe eines Vortexmischers geschiittelt. AnschlieRend wurden die EV-Lysate bei -20 °C
eingelagert. Fiir eine weitere Prozessierung wurden sie schonend auf Eis aufgetaut und fir die
Probenerstellung fiir die SDS-Gelelektrophorese verwendet (Kap. 3.4.3). Es wurde keine Bestimmung
der Proteinkonzentration durchgefiihrt, da die in den EV enthaltenen Proteinmengen zu gering fir

einen Nachweis mittels Bradford Assay bzw. DC (Dunnschichtchromatographie) Protein-Assay waren.



3 Methoden 37

3.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

3.4.2.1 Bradford Assay

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bradford-Assay wurden 5 ul des jeweiligen Lysats (Kap.
3.4.1.1, 3.4.1.2, 3.4.1.3) mit 995 ul Coomassie Protein Assay Reagent gemischt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Als Leerwert diente ein Ansatz aus 5 pl des verwendeten Lysepuffers und
995 ul Coomassie Protein Assay Reagent. Grundlage dieser Methode ist, dass der verwendete Farbstoff
Komplexe mit den geladenen und ungeladenen Seitenketten von Proteinen bildet, wodurch sich das
Absorptionsspektrum des Farbstoffs von 465 nm auf etwa 595 nm verschiebt [171]. Durch ein
Spektralphotometer kann anschliefend diese Absorption bei einer Wellenldange von 595 nm gemessen

und mithilfe einer Eichgeraden auf die Proteinkonzentration geschlossen werden.

3.4.2.2 Bio-Rad DC Protein-Assay

Zur Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bio-Rad DC Protein-Assay wurde nach Anleitung des
Herstellers eine Eichgerade anhand einer Verdiinnungsreihe des Lysepuffers (Kap 2.2.1) mit dem im
Kit enthaltenen Proteinstandard erstellt. Es wurden sowohl vom Standard als auch von der zu
messenden Probe jeweils 5 pl als Zweifachansatze in eine 96-Well-Flachbodenplatte pipettiert. Die
Reagenzien S und A wurden im Verhaltnis 1:50 gemischt und jeweils 25 pl in die zuvor befillten Wells
gegeben. AnschlieRend wurden 200 pl Reagenz B hinzugegeben. Ein Leerwert, bestehend aus 25 pl
Reagenz A/S und 200 pl B, wurde ebenfalls als Zweifachansatz auf die 96-Well-Flachbodenplatte
aufgetragen. Die so vorbereitete 96-Well-Flachbodenplatte wurde anschlieend kurz geschiittelt und
fiir 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platte wurde nachfolgend mit einem Mikro-
titerplatten-Photometer bei 750 nm gemessen. Anhand der Eichgerade konnte die Proteinkonzentra-

tion der Probe ermittelt werden.

3.4.3 Gelelektrophorese

Um die in den Lysaten enthaltenen Proteine gemaR ihrem Molekulargewicht auftrennen zu kénnen,
wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt [172].
Es wurden maximal 3 ug Protein in insgesamt 20 pl Lysepuffer (Kap. 2.2.1) aufgenommen und mit 10 pl
3x SDS-PAGE Probenpuffer (Kap. 2.2.3) mit oder ohne 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol vermengt. Der
B-Mercaptoethanol-haltige 3x SDS-PAGE Probenpuffer mit seinen reduzierenden Eigenschaften wurde
fiir die Darstellung der Proteine CD9, HSP70, Calnexin und ADAM17, der Puffer ohne B-Mercapto-
ethanol fur die Darstellung von CD63 im Western Blot (Kap. 3.4.4) verwendet. Die in den jeweiligen
Puffern aufgenommenen Proben wurden 5 min auf 100 °C erhitzt, wodurch die Sekundar- und Tertiar-
strukturen der Proteine geldst wurden. Da sich in diesem Schritt Kondenswasser bildete, wurden die

Proben anschliefend mit einer Tischzentrifuge fir ca. 15s zentrifugiert. Im Anschluss wurden
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kommerzielle 4-12 % Bis-Tris NUPAGE Fertiggele oder nach entsprechender Rezeptur selbst herge-
stellte Gele (Kap. 2.2.3) mit den Proben beladen. Danach wurden die Gele in eine Gelelektrophorese-
Laufkammer gespannt. Dabei wurden die Laufkammer mit den Fertiggelen, den Hinweisen des Herstel-
lers folgend, mit MES(2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure)-Puffer befillt, wohingegen in die
Laufkammer mit den selbst hergestellten Gelen Laufpuffer (Kap. 2.2.3) gegeben wurde. Anschlieend
wurde eine elektrische Spannung an die Laufkammer angelegt. Die Gelelektrophorese wurde beendet,

nachdem die im Gel sichtbare blaue Bromphenol-Lauffront in den Puffer libergegangen war.

3.4.4 Western Blot

Die durch SDS-Page-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden auf eine 0,2 um
Nitrozellulosemembran transferiert und mittels Western Blot detektiert [173, 174]. Hierzu wurde das
Gel (Kap. 2.2.3) mithilfe eines Gelmessers aus seiner Umhillung geldst und zugeschnitten. Eine
Western-Blot-Kassette wurde wie folgt vorbereitet: Schwamm, 2 x Filterpapier (3 mm), SDS-Gel mit
Proteinen, Nitrozellulosemembran, 2 x Filterpapier (3 mm), Schwamm. AnschlieRend wurde die
Kassette in eine Blot-Kammer eingesetzt. Es wurden ein Kihlelement und Transferpuffer
hinzugegeben und die Proteine fir 1 h bei 100 V auf die Nitrozellulosemembran transferiert. Danach
wurde die Membran mit ddH,0 gewaschen und der Proteintransfer mittels Ponceau S kontrolliert. Die
Membran wurde zugeschnitten und das Ponceau S mit TBS abgewaschen. Die Membran wurde fir
45 min mit 5% (w/v) BSA/TBS inkubiert, wodurch potenziell unspezifische Bindungsstellen auf der
Membran blockiert wurden. Die Membran wurde nachfolgend mit dem in TBS-T bzw. 5% (w/v)
Magermilchpulver/TBS-T gel6sten primaren Antikérper tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am folgenden
Tag wurde die Membran dreimal fiir 20 min mit TBS-T gewaschen. Dann wurde der korrespondierende
sekundare Antikoérper in TBS-T verdiinnt und fiir 1 h auf die Membran gegeben. Im Anschluss wurde
die Membran erneut dreimal fiir 20 min mit TBS-T gewaschen und danach fiir 1 min mit Enhanced
chemoluminescence developing solution (ECL) inkubiert. Uberschiissiges ECL wurde entfernt und die

entstandene Chemilumineszenz mithilfe eines Detektionsfilms nachgewiesen.

Um weitere Proteine auf der Membran durch Antikorper nachweisen zu kénnen, wurden die Antikor-
per des vorherigen Detektionsschritts nach 20-minutiger Inkubation der Membran in einer Stripping-
Losung (Kap. 2.2.4) bei 56 °C im Wasserbad entfernt. Die Membran wurde danach dreimal fir jeweils
30 min mit TBS-T gewaschen und nachfolgend mit 5% (w/v) BSA/TBS fiir 30 min geblockt. Danach

wurde die Membran mit einem weiteren primaren Antikérper, wie beschrieben, behandelt.
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3.5 Analyse der Aufnahme von extrazelluldren Vesikeln durch

Ovarialkarzinomzellen

3.5.1 Fluoreszenzmarkierung extrazelluldrer Vesikel

Eine definierte Menge EVs wurde in insgesamt 500 ul PBS (0,1 um filtriert) verdinnt und mit 5 pl
Vybrant DiO Cell-Labeling Solution fir 30 s gemischt. Die Suspension wurde fiir 20 min bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert, erneut in Ultrazentrifugationsréhrchen tberfiihrt und bei 100.000 x g fir 1 h
zentrifugiert (PD Dr. Hinrich Hansen, 2019, miindliche Mitteilung). Die Uberstiande wurden vorsichtig
abgenommen, das in den Roéhrchen verbliebene Restvolumen mit einer Pipette gemessen und
anschlieRend mit filtrierter PBS auf ein definiertes Volumen eingestellt (Kap. 3.3.1). Durch die
Volumenadaptation konnte auf die EV-Konzentration geschlossen werden. Dadurch war es moglich, in

Folgeexperimenten eine definierte EV-Menge zu verwenden.

3.5.2 Live-Cell Imaging

Um die Aufnahme fluoreszenzmarkierter EV (Kap. 3.5.1) durch Igrov-1-Zellen qualitativ beurteilen zu
kénnen, wurde eine Untersuchung mittels Live-Cell Imaging durchgefiihrt. Hierzu wurden am Vortag
des Experiments lIgrov-1-Zellen in einer 96-Well-Flachbodenplatte ausgesiat (Kap. 3.1.4). Die
fluoreszenzmarkierten EV wurden in EV-depletiertem Medium (Kap. 3.1.1) aufgenommen. Im
Anschluss konnte eine definierte EV-Menge (5,86 x 107) auf die Zellen gegeben werden. Die mit EV
behandelten Zellen wurden in die Inkubationskammer des Lionheart FX Mikroskops tberfiihrt und bei
20-facher VergroRerung automatisch alle 20 min lber einen Zeitraum von 18 h fotografiert. Aus diesen

Einzelbildern wurde im Anschluss an die Messung ein Film generiert.

3.5.3 Imaging-Durchflusszytometrie

Um die Aufnahme fluoreszenzmarkierter EV durch Igrov-1-Zellen qualitativ und quantitativ beurteilen
zu kénnen, wurden die Zellen mittels Imaging-Durchflusszytometrie untersucht. Dafir wurde ein
bereits 2018 von Lettau et al. publiziertes Protokoll fiir die Darstellung fluoreszenzmarkierter EV
modifiziert [175]. Die zu untersuchenden Igrov-1-Zellen wurden am Vortag des Experiments in einer
6-Well-Flachbodenplatte ausgesat (Kap. 3.1.4). Am folgenden Tag wurden die Zellen entweder mit
750 ul EV-depletiertem Medium oder 2,4 mM Latrunculin A fir 30 min bei 37 °C inkubiert.
Latrunculin A ist ein Makrolid-Toxin, welches die Polymerisation von Zytoskelettelementen inhibiert
und dadurch die Aktin-abhdngige Endozytose hemmt. Nachfolgend wurden die Zellen eines Wells
entweder mit 1 ml EV-depletiertem Medium, in das 4,45 x 107 fluoreszenzmarkierte EV gegeben
wurden (Kap. 3.5.1), oder mit den entsprechenden Kontrollen (EV-depletiertes Medium, Vybrant DiO

Cell-Labeling Solution) behandelt. Nach 4 h bzw. 14 h wurden die Zellkulturiberstdnde abgenommen
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und die Aufnahme der EV durch die Hinzugabe von 1 ml 4 °C kalter PBS pro Well gestoppt. Dann wurde
die PBS abgenommen und die Zellen eines jeden Wells mit 750 ul Trypsin bei 37 °C inkubiert. Die
Trypsin-Aktivitat wurde mit 750 pl EV-depletiertem Medium (Kap. 3.1.1) gestoppt und das Abldsen der
Zellen vom Wellboden mikroskopisch kontrolliert. Die Zellen wurden anschlieBend bei 300 x g fir
5 min sedimentiert. Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt, durch 400 pl 4 °C kalte
PBS ersetzt und das Pellet mehrfach resuspendiert. AnschlieBend wurden 200 ul dieser Zellsuspension
in ein Well einer 96-Well-Flachbodenplatte tiberfihrt. Die Zellen wurden nachfolgend erneut 2 min bei
4 °C und 300 x g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Pellet auf einem Kleinschiittler
vom Well-Boden geldst. Nach Zugabe von 100 ul Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Wasch-
puffer erfolgte eine weitere Zentrifugation unter den zuvor beschriebenen Bedingungen. Die
erhaltenen Uberstdnde wurden wieder abgenommen und die Pellets erneut vom Well-Boden geldst.
Dann wurden in jedes Well 10 pl 1:200 verdiinntes Wheat germ agglutinin (Alexa Fluor 647 conjugate)
gegeben und die Zellen samt Farbstoff fir 15 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Um Gberschiissigen
Farbstoff zu entfernen, wurden die Zellen anschlieBend dreimal mit jeweils 100 pl FACS-Waschpuffer
gewaschen und nach jedem Waschschritt bei 300 x g und 4 °C flr 2 min pelletiert. Die gefarbten Zellen
eines Wells wurden in 50 pl einer 1%igen Paraformaldehyd(PFA)-L6sung aufgenommen, in 1,5-ml-
ReaktionsgefdRe Uberfihrt und bis zu ihrer Messung im Imaging-Durchflusszytometer bei 4 °C

gelagert.

Die Kalibrierung des Imaging-Durchflusszytometers erfolgte vor jeder Messung mit SpeedBeads. Fir
die Messung der Proben wurde die Amnis Inspire-Software von Luminex verwendet. Es wurden jeweils
10.000 Zellen mit einer GréRe > 12,5 um? untersucht. Hierbei wurden die Durchlichtbilder der Zellen
in Kanal 1, die Aufnahmen der gefarbten EV im Kanal 2 und die der membrangefarbten Zellen im
Kanal 5 dargestellt. Die Durchlichtbilder der Zellen wurden in Kanal 1, der Dio-Vybrant-Farbstoff
(Emissionsmaximum bei 501 nm) in Kanal 2 und der Membranfarbstoff Wheat germ agglutinin (Alexa
Fluor 647 conjugate) (Emissionsmaximum bei 665 nm) in Kanal5 aufgenommen. Um die
Fluoreszenzfarbungen zu kompensieren, wurde mit einzelgefarbten Kontrollen eine spektrale
Crosstalk-Matrix berechnet. Die Auswertung erfolgte mit der von Luminex entwickelten Amnis IDEAS-
Software. Es wurden nur fokussierte Einzelzellen analysiert. Das Zellinnere wurde sowohl auf Basis des
Durchlichtbildes als auch der Membranfarbung als Gesamtflache der Zelle abziglich eines Vier-Pixel-
Randbereichs definiert (Erode M01,4 und Erode MO05,4). Von einer Internalisierung der EV wurde
ausgegangen, wenn die Flache des EV-Farbstoffsignals im Kanal 2 (M02) innerhalb des als Zellinneres
definierten Bereichs lag und die Fluoreszenzintensitat hoher als in den ungefarbten Kontrollzellen war.
Der Anteil der Zellen, die Partikel aufgenommen hatten, wurde anhand der Gesamtanzahl fokussierter

Einzelzellen berechnet.
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3.6 Statistische Analysen

Alle Daten wurden, wenn nicht anders angegeben, als Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) darge-
stellt und die statistischen Analysen, wie in der Publikation von Hedemann et al. (2018) beschrieben,
durchgefihrt [33]. Zunachst wurde die Normalverteilung der zu analysierenden Daten mit einem
Shapiro-Wilk-Test untersucht [176]. Diese und alle weiteren Berechnungen wurden anschliefend mit
GraphPad Prism durchgefiihrt. Im Fall von normalverteilten Daten wurde eine Varianzanalyse (ANOVA)
mit einer anschlieBenden Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt [177]. Bei nicht normalverteilten Daten
wurde zuerst ein Friedman-Test und im Anschluss ein Dunn’s multiple comparison post hoc test ange-

wandt [178, 179]. Resultierende p-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 ADAM17-Aktivierung und Partikelfreisetzung nach Cisplatin-Stimulation

ADAM17 kann als Proform und mature Form vorliegen. Bei der funktionell inaktiven Proform
(ca. 120 kDa) wird das katalytische Zentrum durch eine inhibitorische Prodomane blockiert, welche bei
der kleineren, maturen, funktionell aktiven Form (ca. 75 kDa), proteolytisch abgespalten wird und so
das aktive Zentrum freilegt. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit bei Nachweis eines vermehrten
Auftretens der maturen Form im Verhaltnis zur Proform von einer ADAM17-Aktivierung gesprochen.
Um den Einfluss von Cisplatin auf die Aktivierung von ADAM17 zu messen, wurden 3,5 x 10°
Chemotherapie-sensible Igrov-1-Zellen ausgesat und mit steigenden Konzentrationen Cisplatin (0 uM
— 10 uM) fiir 48 h inkubiert (Kap. 3.1.4). AnschlieRend wurden die aus den entsprechend behandelten
Zellen gewonnenen Lysate gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot hinsichtlich der

Expression der Proform sowie der maturen Form von ADAM17 beurteilt (Kap. 3.4.1.1, 3.4.3, 3.4.4).

Cisplatin-Konz. in pM

NacCl 1 2,5 5 7.5 10

150 kDa - | Palilil
< Pro-Form
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75 kDa -

— — — D W W | < lature Form
wkba R-Aktin
37 kDa -

Zelllysat

Abbildung 4.1: Western Blot zum Nachweis der Cisplatin-induzierten zelluldren Aktivierung von ADAM17.
Igrov-1-Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen Cisplatin (1 uM-10 uM) und NaCl inkubiert.
Die Zellen wurden lysiert, davon wurden Proben mit einem Proteingehalt von 3 pg mittels SDS-Page
aufgetrennt, anschlieBend auf eine Nitrozellulosemembran libertragen und mittels Western Blot auf die
Prasenz der Proform (120 kDa) und der maturen Form (75 kDa) von ADAM17 analysiert. -Aktin diente als
Beladungskontrolle. Das dargestellte Experiment wurde einmalig in Form eines Vorexperiments durchgefiihrt.

In diesem Vorexperiment zeigte sich, dass die mature Form von ADAM17 mit zunehmender Cisplatin-

Konzentration vermehrt in den Lysaten nachgewiesen werden konnte. Dies gilt auch fir die Proform
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von ADAM17, deren Bande nach einer Behandlung mit 10 um Cisplatin am starksten ausgepragt war.
Im Vergleich dazu war jedoch die Bande der maturen Form von ADAM17 bei samtlichen Cisplatin-

Konzentrationen starker ausgepragt als die der Proform (Abb. 4.1).

In einem weiteren Vorexperiment wurde untersucht, welchen Einfluss Cisplatin auf die Freisetzung von
EV aus Ovarialkarzinomzellen hat. Hierzu wurden 3,5 x 10° Igrov-1-Zellen fiir 24 h kultiviert und mit
Cisplatin (7,5 uM) bzw. der Positivkontrolle PMA (2 nM) sowie den entsprechenden Ldsungsmittel-
Kontrollen behandelt. Nach einer 48-stlindigen Inkubation wurden die Zellkulturiberstande abgenom-
men, wie in Abbildung 3.3 beschrieben, prozessiert und die Anzahl angereicherter Partikel mittels

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) bestimmt (Kap. 3.3.2).

Partikelanzahl
3%108-

2x108-

Partikel

1x108—

& e

Abbildung 4.2: NTA zur Bestimmung der Partikelfreisetzung von Igrov-1-Zellen unter PMA- bzw. Cisplatin-
Stimulation.

Aus Uberstinden von mit PMA (2 nM) und Cisplatin (Cis) (7,5 uM) bzw. mit den entsprechenden L&sungs-
mittelkontrollen (EtOH und NaCl) fiir 48 h inkubierten Igrov-1-Zellen wurden durch differentielle Zentrifugation
und Ultrazentrifugation Partikel angereichert. Die ermittelte Partikelanzahl wurde zur Verbesserung der
Vergleichbarkeit normiert (Kap. 3.3.2). Es handelt sich um ein einmal durchgefiihrtes Vorexperiment.

Es zeigte sich, dass im Vergleich zu den Kontrollen sowohl durch PMA- als auch durch Cisplatin-

Stimulation vermehrt Partikel freigesetzt wurden (Abb. 4.2).
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4.2 Charakterisierung extrazellulirer Vesikel und Uberpriifung der

Protokollqualitat

Zur Uberpriifung, ob unter Einfluss von Cisplatin bzw. PMA aus Ovarialkarzinomzellen EV freigesetzt
werden, war es erforderlich, die im Vorexperiment angereicherten Partikel entsprechend den von der
ISEV vorgeschlagenen Kriterien (Kap. 1.3.4) zu charakterisieren. Parallel dazu sollte das in dieser Arbeit
verwendete Protokoll hinsichtlich seiner EV-Anreicherungsqualitdt und des methodenbedingten EV-
Verlustes evaluiert werden, um es fiir Folgeexperimente als Standard zu etablieren (Kap. 3.3.1). Zur
Klarung dieser Fragestellungen wurden die Uberstinde Cisplatin- (7,5 uM) bzw. PMA- (2 nM)

stimulierter Igrov-1-Zellen, wie in Abbildung 4.3 dargestellt, prozessiert und analysiert.

Zellkulturiberstande:
Cisplatin
PMA

I—

10 min 300 g

Joor = [e

30 min 2000 g

1@+ m) P2|+0

45 min 10.000 g

1@+ ms) P3|+0O

90 min 100.000g

P =eas

90 min 100.000¢g

. l+0A m=) (s5) +

= Zwischenpellets 4+ NTA

O :WB
= Endpellet A - TEM

Abbildung 4.3: Darstellung der durch differentielle Zentrifugation und Ultrazentrifugation erhaltenen
Uberstinde (S) und Pellets (P).

Die Zellkulturiiberstande der mit PMA (2 nM) bzw. Cisplatin (7,5 uM) inkubierten Zellen wurden abgenommen
und den dargestellten Zentrifugations- und Ultrazentrifugationsschritten zugefiihrt. Die mit einem Kreuz (+)
markierten Uberstinde (S1 bis S5) und Pellets (P1 bis P5) wurden mit NTA, die mit einem Kreis (o) markierten
mittels Western Blot (WB) und die mit einem Dreieck (A) markierten mit Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM) analysiert.
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Die im Pellet P5, im Folgenden als ,Endpellet” bezeichnet, enthaltenen EV-verdachtigen Partikel
wurden entsprechend den ISEV-Kriterien mit NTA (Abb. 4.4 bis 4.9), Western Blot (Abb. 4.10) und TEM
(Abb. 4.11) analysiert. Die Anreicherungsqualitdt des Protokolls, gemessen am EV-Verlust, wurde
durch eine NTA-Untersuchung der Uberstiande S1 bis S5 sowie der Pellets P2 und P3, im Folgenden als
»Zwischenpellets” bezeichnet, dokumentiert (Abb. 4.4 bis 4.9). Das Pellet P1 konnte nicht mittels NTA
untersucht werden, da es vor allem aus Zellen und Zellfragmenten mit GréRBen von mehr als 1 um
bestand. Das Pellet P4 wurde ebenfalls nicht mittels NTA analysiert, da es in toto weiterprozessiert
wurde, um moglichst viele Partikel im Pellet P5 zu erhalten. Um einen mdglichen EV-Verlust lGber die
Zwischenpellets P2 und P3 auszuschlieRen, wurden diese zuséatzlich mittels Western Blot untersucht

(Abb. 4.10).

4.2.1 Charakterisierung mittels Nanoparticle Tracking Analysis

Um die in den Uberstidnden S1 bis S5 und in den Pellets P2, P3 und P5 vorhandenen Partikel beziiglich
ihrer GroRRe und Konzentration charakterisieren zu kdnnen, wurden sie mit NTA untersucht (Kap.
3.3.2). Der Ubersicht halber wurden die Uberstinde und Pellets im Folgenden entsprechend den
verschiedenen zugrundeliegenden Stimulationen PMA (S1pma bis S5pma, P1pma bis P5pma) oder Cisplatin
(S1cis bis S5¢is, Plcis bis P5¢is) benannt. Die Ergebnisse zweier reprasentativer Experimente sind in den
Abbildungen 4.4 und 4.5 dargestellt. Eine ausflihrliche Zusammenstellung aller weiteren Daten

befindet sich im Anhang (Abb. 9.1 bis 9.4).
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Abbildung 4.4: NTA zur Bestimmung der GroRe und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach PMA-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren
Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll.
Die Uberstande PMA-stimulierter (2 nM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb. 4.3). Die Uberstinde S1pmabis S5pma und die Pellets P2pma, P3pma, P5pma wurden mittels NTA
untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment, jeder Graph reprasentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Eine ausfiihrliche Darstellung aller

erhobenen Ergebnisse befindet sich im Anhang (Abb. 9.1-9.4).
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Abbildung 4.5: NTA zur Bestimmung der Gr6Be und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach Cisplatin-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren
Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll.
Die Uberstinde Cisplatin-stimulierter (7,5 uM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb. 4.3). Die Uberstande Slcisbis S5cis und die Pellets P2cis, P3cis, P5cis wurden mittels NTA
untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment, jeder Graph repradsentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Eine ausfiihrliche Darstellung aller

erhobenen Ergebnisse befindet sich im Anhang (Abb. 9.1-9.4).
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Im Folgenden wird zunachst auf die Dispersitat der Partikel eingegangen, die in den verschiedenen
Uberstianden und Pellets enthalten waren. Hierbei zeigte sich, dass die in den Uberstanden S1pua bis
S5pma enthaltenen Partikel eine nahezu monodisperse Verteilung aufwiesen, wobei die Kurvenmaxima
im Verlauf der Prozessierung bei kleineren PartikelgréBen lagen. Dementsprechend lag das Kurven-
maximum des Uberstands S1pwa bei durchschnittlich 129 nm und das des Uberstands S5pma bei 92 nm.
Bezliglich der in den Zwischenpellets P2pma und P3pma enthaltenen Partikel konnte festgestellt werden,
dass beide eine polydisperse GroRenverteilung aufwiesen. Hierbei zeigte sich, dass die
PartikelgroRenverteilung des Pellets P2pma so viele Kurvenmaxima besaB, dass sie keinen
durchschnittlichen PartikelgroRen zugeschrieben werden konnten und in einem Bereich von 63 nm bis
479 nm lagen (63 nm, 75 nm, 133 nm, 145 nm, 157 nm, 201 nm, 213 nm, 243 nm, 263 nm, 291 nm,
339 nm, 363 nm, 451 nm und 479 nm). Die GroRenverteilung der im Pellet P3pma angereicherten
Partikel zeigte vier Maxima bei durchschnittlich 176 nm, 240 nm, 323 nm und 418 nm. Die im Endpellet
P5pma angereicherten Partikel waren hingegen mit einem Kurvenhohepunkt bei durchschnittlich

118 nm nahezu monodispers verteilt.

Die in den Uberstdnden Sl bis S5¢is enthaltenen Partikel zeigten auch eine weitgehend monodisperse
GroRenverteilung, wobei die Kennzahlen ihrer Kurvenmaxima bei fortschreitender Prozessierung
kontinuierlich abnahmen. So lag das Kurvenmaximum der GréRenverteilung der im Uberstand Slci
enthaltenen Partikel bei durchschnittlich 166 nm und fiel bis auf durchschnittlich 81 nm im Uberstand
S5¢is ab. In Bezug auf die Zwischenpellets P2¢s und P3¢is konnte festgestellt werden, dass sie, wie die
Pellets P2pma und P3pyma, eine polydisperse GrofRenverteilung der in ihnen angereicherten Partikel
aufwiesen. Wie bei Pellet P2pma zeigten auch die Partikel aus Pellet P2¢is zahlreiche Kurvenmaxima
zwischen 39 nm und 367 nm (39 nm, 81 nm, 109 nm, 137 nm, 153 nm, 161 nm, 197 nm, 213 nm,
221 nm, 283 nm, 291 nm, 319 nm, 361 nm und 367 nm). Die GroRenverteilung der im Pellet P3¢;
angereicherten Partikel zeigte zwei Kurvenmaxima bei durchschnittlich 242 nm und 413 nm. Die im
Endpellet P5¢s enthaltenen Partikel hatten dagegen eine nahezu monodisperse GrofRenverteilung mit

einem Kurvenmaximum bei ebenfalls durchschnittlich 118 nm.

Nachdem die Dispersitat der Uberstidnde S1 bis S5 sowie der Pellets P2, P3 und P5 untersucht worden
war, wurden sie bezliglich der in ihnen enthaltenen Partikelkonzentration analysiert. In Abbildung 4.6
sind die normierten Partikelkonzentrationen der verschiedenen Uberstinde und der entsprechenden
Pellets dargestellt. Fiir die Konzentrationsberechnung wurden die in den Uberstinden und Pellets
detektierten Partikel gemaR der Anzahl ausgesater Zellen normiert (Kap. 3.3.2). Ziel der Normierung
war es, die Konzentration der in den Uberstinden und Pellets enthaltenen Partikel vergleichbar zu

machen.
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Abbildung 4.6: Partikelkonzentration in Uberstinden und Pellets nach PMA- bzw. Cisplatin-Stimulation von
Igrov-1-Zellen und deren Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll.

Dargestellt sind die mittels NTA ermittelten Partikelmengen der Uberstinde S1 bis S5 und der Pellets P2, P3
und P5, welche aus den Zellkulturiiberstdanden von mit 2 nM PMA- (A und B) oder 7,5 uM Cisplatin- (C und D)
behandelten Igrov-1-Zellen unter Verwendung des in Abb. 4.3 dargestellten Protokolls angereichert wurden.
Alle Partikelmengen wurden gemiR der Anzahl ausgebrachter Zellen (3,5 x 10°) normiert (Kap. 3.1.4, 3.3.2). Die
Daten sind als Mittelwerte dreier unabhangiger Experimente mit SEM dargestellt.

Es zeigte sich, dass die Partikelkonzentration in den Uberstdnden S1pua bis S3pma (Abb. 4.6 A) zunéchst
von durchschnittlich 5,3 x 10° auf 6,2 x 10 Partikel stieg und wihrend der folgenden Ultrazentrifuga-
tionsschritte bis auf 8,3 x 108 Partikel im Uberstand S5pwa abnahm. Vergleichbares gilt fiir die Partikel-
konzentration der Uberstinde Sics bis S5¢is (Abb. 4.6 C). Hier stieg die Konzentration zunéchst von
durchschnittlich 3,9 x 10° Partikeln im Uberstand S1¢;s bis auf 4,5 x 10° Partikel im Uberstand S2¢is und

nahm mit weiteren Zentrifugationsschritten bis auf 1,4 x 10° Partikel im Uberstand S5¢;s ab.
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Interessanterweise zeigten die Pellets P2pma, P3pma, P5pma und P2cis, P3cis, P5cis in Bezug auf die Partikel-
konzentration eine zu den Uberstdnden entgegengesetzte, steigende Tendenz (Abb. 4.6 B und D). So
wurden im Pellet P2pwa durchschnittlich 4 x 107, im Pellet P3pma 2,3 x 108 und im Pellet P5pwa 7,9 x 108
Partikel detektiert. Eine vergleichbare, jedoch weniger ausgepragte Zunahme zeigte sich bei den aus
Uberstinden Cisplatin-behandelter Igrov-1-Zellen pelletierten Partikeln. Hier konnten durchschnittlich
1,9 x 108 Partikel im Pellet P2¢is sowie jeweils 2,9 x 108 Partikel in den Pellets P3¢ und P5¢is detektiert

werden.

In den Abbildungen 4.7 und 4.8 sind die in den Uberstinden S1 bis S5 und den Pellets P2, P3 und P5,
gemessenen PartikelgrofRen sowie deren GroRenverteilungen dargestellt. Als Kennzahlen der GroRRen-
verteilung der Partikel wurden der D10 (Abb. 4.7 B und F, Abb. 4.8 B und F), der D50 (Abb. 4.7 C und
G, Abb. 4.8 C und G) und der D90 (Abb. 4.7 D und F, Abb. 4.8 D und F) bestimmt. D10 bedeutet, dass
10 % der Partikel kleiner sind als der dargestellte Wert, D50, dass 50 % der Partikel kleiner sind als der

dargestellte Wert, und D90, dass entsprechend 90 % der Partikel kleiner sind als der dargestellte Wert.
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Abbildung 4.7: Durchschnittliche Gr6Ren und GréRenverteilung von PMA-induzierten Partikeln in den Uberstinden S1pma bis S5pma und den Pellets P2pwva, P3pma und PSpma.
Die Zellkulturiiberstande PMA-behandelter (2 nM) Igrov-1-Zellen wurden unter Verwendung des in Abb. 4.3 dargestellten Protokolls prozessiert. Dargestellt sind die mittels
NTA ermittelten durchschnittlichen PartikelgréRen (A, E) sowie die GréRenverteilungen D10 1 (B, F), D50 2 (C, G) und D90 3 (D, H). Die Daten sind jeweils als Mittelwerte dreier
unabhingiger Experimente mit SEM dargestellt. 1 D10: 10 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte Wert. 2D50: 50 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte Wert.
3D90: 90 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte Wert.
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Abbildung 4.8: Durchschnittliche GréBen und GréBenverteilung von Cisplatin-induzierten Partikeln in den Uberstinden Sicis bis S5¢is und den Pellets P2cis, P3cis und P5cis.
Die Zellkulturiiberstéande Cisplatin-behandelter (7,5 uM) Igrov-1-Zellen wurden unter Verwendung des in Abb. 4.3 dargestellten Protokolls prozessiert. Dargestellt sind die
mittels NTA ermittelten durchschnittlichen PartikelgréRen (A, E) sowie die GréRenverteilungen D10 ! (B, F), D50 2 (C, G) und D90 3 (D, H). Die Daten jeweils sind als Mittelwerte

dreier unabhingiger Experimente mit SEM dargestellt. 1 D10: 10 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte Wert. 2D50: 50 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte

Wert. 3D90: 90 % der Partikel sind kleiner als der dargestellte Wert.
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Es zeigte sich, dass die durch PMA-Stimulation freigesetzten Partikel, welche in den Uberstinden S1pma
bis S5pma gemessen wurden, mit jedem Zentrifugationsschritt kleiner wurden (Abb. 4.7 A, B, C, D). Die
durchschnittliche PartikelgréRe verringerte sich von 194 nm im Uberstand Slpma auf 112 nm im
Uberstand S5pua. Betrachtet man die PartikelgroRenverteilung, so waren 10 % der Partikel im Uber-
stand S1pma < 120 nm und im Uberstand S5pma < 77 nm, 50 % der Partikel waren im Uberstand Slpma
<165 nm und im Uberstand S5pma< 102 nm groR, wahrend 90 % der Partikel im Uberstand Slpma

<311 nm und im Uberstand S5pma< 157 nm groR waren.

Auch die Analyse der durch Cisplatin-Stimulation freigesetzten Partikel zeigte, dass in den Uberstanden
Slcis bis S5¢is (Abb.4.8 A, B, C, D) die PartikelgroRe kontinuierlich abfiel. Die durchschnittliche
PartikelgréoBe nahm von 275 nm im Uberstand S1c;s bis auf 104 nm im Uberstand S5¢;s ab. Beziiglich der
GroéRenverteilung der Partikel zeigte sich, dass 10 % der Partikel im Uberstand Slcs < 149 nm und im
Uberstand S5¢is < 70 nm groB, 50 % der Partikel im Uberstand S1cis < 233 nm und im Uberstand S5¢;s
< 92 nm groR sowie 90 % der Partikel im Uberstand S1cs < 461 nm und im Uberstand S5¢is < 150 nm

grold waren.

Die in den Pellets P2pma, P3pma und P5pma angereicherten Partikel wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer
durchschnittlichen GréRe und GréRenverteilung charakterisiert (Abb. 4.7 E, F, G, H). Die durchschnitt-
liche PartikelgrofSe im Pellet P2pma lag bei 267 nm, im Pellet P3pma bei 300 nm und im Endpellet P5pma
bei 169 nm. Bezlglich der GrofRenverteilung zeigte sich, dass 10 % der Partikel im Pellet P2pua
<128 nm, im Pellet P3pma < 168 nm und im Pellet P5pma < 109 nm grofd waren, 50 % der Partikel im
Pellet P2pma waren < 255 nm, im Pellet P3pma < 270 nm und im Pellet P5pma < 150 nm grof. 90 % der

Partikel waren im Pellet P2pma < 421 nm, im Pellet P3pma < 469 nm und im Pellet P5pma < 260 nm grol3.

Die in den Pellets P2¢is, P3cis und P5¢is angereicherten Partikel prasentierten die in Abb. 4.8 (E, F, G, H)
dargestellten durchschnittlichen Groflen bzw. GroRenverteilung. Die durchschnittliche PartikelgroRe
lag im Pellet P2¢is bei 220 nm, im Pellet P3¢is bei 377 nm und im Endpellet P5¢s bei 186 nm. Beziiglich
der GroRenverteilung konnte ermittelt werden, dass 10 % der Partikel im Pellet P2¢is< 118 nm, im
Pellet P3¢is <227 nm und im Pellet P5¢s< 109 nm groR waren, dass 50 % der Partikel im Pellet P2¢;s
<199 nm, im Pellet P3¢s <380 nm und im Endpellet P5¢s < 164 nm grofR waren und dass 90 % der

Partikel im Pellet P2¢is < 343 nm, im Pellet P3¢is < 525 nm und im Pellet P5¢is < 301 nm groB waren.

In einem nachsten Schritt wurde die Verteilung der Partikel innerhalb definierter GréRenbereiche
bestimmt. Entsprechend den Empfehlungen der ISEV zur Nomenklatur von EV werden im Folgenden
kleine (<200 nm), mittelgroRe (200-1000 nm) und groRe Partikel (>1 um) unterschieden. In
Abbildung 4.9 sind die prozentualen Anteile kleiner, mittelgrofer und grofRer Partikel in den

Uberstinden S1 bis S5 und den Pellets P2, P3, P5 dargestellt.
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Abbildung 4.9: Prozentuale Anteile kleiner, mittelgroRer und groRer Partikel in den Uberstinden S1 bis S5 und
den Pellets P2, P3 und P5.

Dargestellt sind die GréRenverteilungen der in den verschiedenen Uberstinden S1pma bis S5pma (A) und Slcis bis
S5cis (C) sowie den Pellets P2pma, P3pma, PSema (B) und P2cis, P3cis, P5cis (D) enthaltenen Partikel. Hellgriin darge-
stellt sind kleine (< 200 nm) und dunkelgriin dargestellt sind mittelgroBe (200—1000 nm) Partikel. GroRe

Partikel (> 1 um) waren aufgrund der geringen Menge nicht darstellbar. Angegeben sind Mittelwerte dreier
unabhangiger Experimente.

In den Uberstinden Slpwa bis S5ema (Abb. 4.9 A) zeigte sich, dass der Anteil an kleinen Partikeln
wihrend der Prozessierung kontinuierlich zunahm. So waren ca. 68 % der Partikel im Uberstand S1pma
und ca. 96 % der Partikel im Uberstand S5pwva kleiner als 200 nm. Dementsprechend nahm der Anteil
mittelgroBer Partikel von ca. 32 % im Uberstand S1pua bis auf ca. 4 % im Uberstand S5pma ab. Partikel

mit einer GroRe von mehr als 1 pm konnten nur vereinzelt im Uberstand S2pva nachgewiesen werden.
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Eine dhnliche, jedoch weniger ausgepragte Tendenz konnte fiir die Pellets P2pma, P3pma und P5pvia
(Abb. 4.9 B) nachgewiesen werden. Hier lag der Anteil kleiner Partikel im Pellet P2pma bei ca. 36 %, im
Pellet P3pva bei ca. 28 % und im Pellet P5pma bei ca. 75 %. Die Anteile mittelgrofRer Partikel verhielten
sich dem entsprechend; so wiesen ca. 64 % der Partikel in P2pma, ca. 72 % der Partikel in P3pma und ca.
25 % der Partikel in P5pua eine GrofRe zwischen 200 und 1000 nm auf. GroRe Partikel konnten mit

einem Anteil von ca. 0,06 % im Pellet P3pma nachgewiesen werden.

Auch in den Uberstdnden S1csbis S5¢is (Abb. 4.9 C) erhéhte sich der Anteil kleiner Partikel wihrend der
verschiedenen Zentrifugations- und Ultrazentrifugationsschritte malRgeblich. Hier lag der Anteil an
kleinen Partikeln im Uberstand S1csbei ca. 38 % und stieg wahrend der Prozessierung bis auf ca. 97 %
im Uberstand S5¢is. Konsekutiv nahm der Anteil mittelgroRer Partikel von ca. 62 % im Uberstand Sl1cs
bis auf ca. 3% im Uberstand S5¢s ab. Interessanterweise konnten groRe EV vereinzelt sowohl im

Uberstand Sl als auch im Uberstand S5¢is nachgewiesen werden.

Bezlglich der Pellets P2cis, P3cis, P5cis (Abb. 4.9 D) konnte festgestellt werden, dass der Anteil kleiner
Partikel wahrend der Prozessierung starken Schwankungen unterlag. Im Pellet P2¢; waren ca. 48 % der
Partikel, im Pellet P3¢is ca. 4 % der Partikel und im Pellet P5¢;s ca. 66 % der Partikel kleiner als 200 nm.
Der Anteil an mittelgroBen Partikeln zeigte eine entgegengesetzte Tendenz, wobei ca. 52 % der Partikel
im Pellet P2¢;s, ca. 96 % der Partikel im Pellet P3¢s und ca. 34 % der Partikel im Pellet P5¢;s eine GroRRe
zwischen 200 und 1000 nm besaRen. GroRe Partikel konnten vereinzelt in den Pellets P2¢s und P3¢,

jedoch nicht im Pellet P5¢s nachgewiesen werden

Zusammenfassend kann in Bezug auf die in den Uberstinden S1pwva bis S5pma und Sl bis S5¢is enthal-
tenen Partikel festgestellt werden, dass sie nahezu monodispers verteilt waren. Dariber hinaus
nahmen die Partikelmengen in den Uberstinden Slpma bis S3pma und Slcs bis S2¢is zundchst zu und
wahrend der anschlieBenden Zentrifugationsschritte ab. In Bezug auf die Partikelmenge in den Pellets
P2pma, P3pma, P2cis und P3cis zeigte sich, dass die geringsten Partikelmengen jeweils im Pellet P2 und die
hochsten im Pellet P5 gemessen wurden. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass sowohl die
durchschnittlichen PartikelgroRen als auch die Kennzahlen der Partikelgrofen D10, D50, D90 in den
Uberstidnden Slpma bis S5pma und Sl bis S5¢is, mit jedem Zentrifugationsschritt kleiner wurden. Im
Einklang mit diesen Ergebnissen stand, dass der Anteil kleiner Partikel in den Uberstinden von S1 bis
S5 kontinuierlich zunahm, wobei der hochste Anteil mittelgroler Partikel in beiden

Stimulationsgruppen im Pellet P3 gemessen werden konnte.

Bezlglich der Charakterisierung des Pellets P5pma kann zusammenfassend gesagt werden, dass die
darin enthaltenen Partikel weitgehend monodispers verteilt waren und sich durchschnittlich 7,9 x 108
Partikel anreicherten, die im Durchschnitt 169 nm grof§ waren. In Bezug auf die GrofRenverteilung der

im Pellet P5pma enthaltenen Partikel kann resiimiert werden, dass 10 % < 109 nm, 50 % < 150 nm und
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90 % < 257 nm groR waren sowie ca. 75 % als kleine und ca. 25 % als mittelgroRe Partikel bezeichnet
werden konnten. Auch die im Pellet P5¢s angereicherten Partikel zeigten eine weitgehend mono-
disperse Verteilung. Im Durchschnitt konnten im Pellet P5¢;s 2,9 x 108 Partikel angereichert werden.
Diese Partikel waren durchschnittlich 186 nm grof3, wobei 10 % < 109 nm, 50 % < 164 nm und 90 %
<301 nm grol} waren. Betrachtet man die Verteilung der Partikel in definierten GroRenbereichen, so

kénnen ca. 66 % als klein und ca. 34 % der Partikel als mittelgro® bezeichnet werden.

4.2.2 Charakterisierung mittels Western Blot

Zu den von der ISEV vorgeschlagenen Kriterien zur Charakterisierung von EV gehoért auch der Nachweis
von Proteinen, die in gesteigertem bzw. vermindertem Mal von EV getragen werden. Es wird empfoh-
len, mindestens drei in EV angereicherte Proteine sowie ein von EV in vermindertem MalS getragenes
Protein zu analysieren. Um die in den Zwischenpellets P2, P3 und dem Endpellet P5 sedimentierten
Partikel naher zu charakterisieren (Abb. 4.3), wurde daher das Verfahren Western Blot angewendet.
Als Kontrollen wurden die Lysate behandelter (2 nM PMA, 7,5 uM Cisplatin) und unbehandelter Zellen
gewadhlt. Die genannten Proben wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Western Blot
untersucht. Dabei wurde die Expression der in EV-angereicherten Proteine CD9, CD63 und HSP70
analysiert. Darliber hinaus wurden die Proben auf das Vorhandensein von Calnexin, eines Proteins, das
in vermindertem MaR in EV vorkommt, untersucht. In Abbildung 4.10 sind die entsprechenden drei

Western Blots dargestellt.
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Abbildung 4.10: Western Blots von Zelllysaten unbehandelter und mit Cisplatin- bzw. PMA-behandelter
Igrov-1-Zellen sowie den Pelletlysaten P2, P3 und P5 mit drei EV-Markern und einem Nicht-EV-Marker.
Zelllysate (Z) (Kap. 3.4.1.1) von unbehandelten (@) und von fir 48 h mit PMA- (2 nM) bzw. Cisplatin- (7,5 uM)
behandelten Zellen (1 ug) sowie Lysate (Kap. 3.4.1.3) der wahrend der differentiellen Zentrifugations- und
Ultrazentrifugationszyklen (Abb. 4.3) erhaltenen Pellets P2pma (1 pug), P3pma (1 pg), PSema (20 pl) und P2cis (1 ug),
P3cis (1 pg), P5cis (20 pl) wurden mittels SDS-Page-Gelelektrophorese aufgetrennt. Nach Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran wurde die Expression von CD9, HSP70 und CD63 (EV-Marker) sowie von Calnexin
(Nicht-EV-Marker) mittels Immunoblot untersucht. Alle drei biologischen Replikate (A, B, C) sind dargestellt.
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In den entwickelten Western Blots zeigte sich, dass Calnexin, als Nicht-EV-Marker, sowohl in den
Lysaten behandelter als auch unbehandelter Zellen nachweisbar war, wohingegen es in keinem der
Pelletlysate detektiert werden konnte. Das als EV-Marker eingesetzte Tetraspanin CD9 konnte hin-
gegen eindeutig in den Pelletlysaten P5pma und P5cis nachgewiesen werden, wobei die CD9-Bande in
allen drei Blots starker im Pelletlysat P5pmaals in P5¢is ausgepragt war. Das Chaperon HSP70 zeigte die
groRte Abundanz in den Pelletlysaten P5pma und P5cis, wobei es in zwei von drei Blots (Abb. 4.10 B, C)
ebenfalls in den Lysaten behandelter und unbehandelter Zellen nachgewiesen werden konnte.
Gleiches gilt flr das Tetraspanin CD63: Es zeigte das starkste Signal in den Pelletlysaten P5pma und P5cis,
konnte aber auch in zwei von drei Blots (Abb. 4.10 A, B) in den Lysaten behandelter und unbehandelter

Zellen nachgewiesen werden.

Zusammenfassend kann in Bezug auf die Anreicherungsqualitat des verwendeten Protokolls (Abb. 4.3)
konstatiert werden, dass weder Calnexin noch die in EV angereicherten Proteine CD9, HSP70 und CD63
in den Lysaten der Zwischenpellets P2 und P3 nachweisbar waren. Im Gegensatz dazu waren in den
Pelletlysaten P5pma und P5¢s die Proteine CD9, HSP70 und CD63 im Vergleich zu den Kontrollen
verstarkt nachweisbar, wohingegen der Negativmarker Calnexin nicht detektiert werden konnte. Die
im Pellet P5 angereicherten Partikel prasentierten somit den Kriterien der ISEV entsprechend eine EV-

typische Proteinkonstellation.

4.2.3 Charakterisierung mittels Transmissionselektronenmikroskopie

Die von der ISEV (2018) vorgeschlagene morphologische Charakterisierung von EV wurde mithilfe von
TEM durchgefiihrt. Hierflr wurden Partikel der Pellets P5pma und P5cis gefarbt (negative staining) und
mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) visualisiert (Kap. 3.3.3). Reprasentative Detail-
aufnahmen sind in Abb. 4.11 dargestellt, weitere reprisentative Ubersichtsaufnahmen befinden

sich im Anhang (Abb. 9.5).
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Abbildung 4.11: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen von Partikeln der Pellets P5pma und P5cis.
Ein Teil der Pellets P5pma und P5cis (Kap. 3.3.3) wurde in PBS aufgenommen und fiir 18 Tage bei -80 °C kryo-
konserviert. Die angereicherten Partikel wurden mit einer halbgeséattigten Uranylacetat-Losung gefarbt
(negative staining) und anschlieBend mittels TEM visualisiert. Alle Bilder einer Behandlungsart wurden aus dem
Material einer identischen, biologischen Probe erstellt. MaRstab 100 nm. Weitere Ubersichtsaufnahmen im
Anhang (Abb. 9.5).

Es zeigte sich, dass die Pellets P5pma und P5¢is von einer Doppelmembran umgebene Vesikel im GroRRen-
bereich von 100 nm enthielten. Diese Vesikel prasentierten groRflachige Aufhellungen in ihrem
Inneren, was als Korrelat einer verminderten Elektronenstreuung interpretiert werden kann. Auch
auBerhalb der Vesikel konnten rundliche Aufhellungen, allerdings ohne Doppelmembran detektiert

werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Partikel aus den Pellets P5pma und P5¢is eine EV-
typische Morphologie besitzen. In Verbindung mit den zuvor erhobenen Charakterisierungs-
ergebnissen kdnnen diese Partikel somit den ISEV-Definitionskriterien entsprechend als EV bezeichnet
werden. Aus diesem Grund wird im Folgenden von den im Pellet P5pma angereicherten Partikeln als

PMA-EV und von den im Pellet P5¢;s angereicherten Partikeln als Cisplatin-EV gesprochen.

4.2.4 Charakterisierung von Cisplatin-EV mittels Lipidomics

Nachdem die in den Pellets P5 angereicherten Partikel gemaR ISEV-Kriterien als EV definiert werden
konnten, wurde ihr Lipidprofil untersucht (Kap. 3.3.4). Die Lipidzusammensetzung der unter verschie-
denen Konzentrationen Cisplatin (0 uM, 1 uM, 7,5 uM) freigesetzten EV wurde mit der von unbehan-
delten Igrov-1-Zellen (Donorzellen) verglichen. Die Abbildung 4.12 zeigt verschiedene Cluster, in denen

die relative Abundanz von Phosphatidylcholin (PC), 1-O-alkyl-2-acyl-Phosphatidylcholin (PC-0),
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Lysophosphatidylcholin (LPC), Sphingomyelin (SM), Phosphatidylethanolamin (PE), Lysophosphat-
idylethanolamin (LPE) und Cholesterol in den entsprechenden EV und unbehandelten Donorzellen

dargestellt ist.
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Abbildung 4.12: Lipidzusammensetzung von Donorzellen und von EV, die unter verschiedenen Konzentra-
tionen Cisplatin freigesetzt wurden.

Die Vorbereitung von Igrov-1-Zellen und angereicherten EV, die unter NaCl- bzw. Cisplatin-Stimulation (1 uM,
7,5 uM) freigesetzt wurden, flr die Lipidanalyse und Messung erfolgte wie in Kapitel 3.3.4 beschrieben. Die
Ergebnisse wurden auf Basis dreier unabhangiger Experimente generiert und sind als Heatmap dargestellt. Die
relative Abundanz wird anhand einer Farbskala dargestellt. Lipide, die ein ahnliches Verteilungsmuster in den
Proben zeigten, wurden 6 Clustern zugeordnet (umkreiste Zahlen 1-6). Abkiirzungen: PC: Phosphatidylcholin,
PC-0: 1-0-alkyl-2-acyl-Phosphatidylcholin, PE: Phosphatidylethanolamin, LPC: Lysophosphatidylcholin, SM:
Sphingomyelin, LPE: Lysophosphatidylethanolamin.

Es zeigte sich, dass die PC-O (38:6, 38:3, 36:1, 34:2, 32:2, 30:0) und die PC (36:3, 34:2) im Vergleich zu
den parentalen Zellen in den freigesetzten EV vermindert vorhanden sind (Cluster 1). LPC (18:1) und
die PE (36:2, 34:1, 34:2) (Cluster 2) sind vor allem in den Zellen und in den durch 7,5 uM Cisplatin
freigesetzten EV abundant, jedoch in den durch NaCl und 1 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV
nur vermindert nachweisbar. PC (32:3, 38:3, 40:6, 38:5, 38:6, 36:4, 32:0) (Cluster 3) sind sowohl in den
Zellen als auch in den unter NaCl und 1 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV leicht angereichert,
in den unter 7,5 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV hingegen in vermindertem MaR nachweis-
bar. Cholesterol und SM (36:1;0, 42:1;0) (Cluster 4) sind in samtlichen EV-Proben im Vergleich zu den
Zellen angereichert. PC (40:5) und SM (34:1;0, 36:2;0, 34:2;0, 32:2;0, 32:1;0, 42:2;0) (Cluster 5) sind in
den durch NaCl- und 1 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV im Vergleich zu den Zellen und den

unter 7,5 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV stark angereichert. Die LPE (20:1, 22:6, 22:5, 22:4,
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20:4,18:1,20:4,18:1, 20:3, 16:1) (Cluster 6) sind insbesondere in den durch 1 uM und 7,5 uM Cisplatin-
Stimulation freigesetzten EV im Vergleich zu Donorzellen sowie den durch NaCl-Stimulation

freigesetzten EV vermehrt vorhanden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die durch NaCl- und Cisplatin-Stimulation (1 uM und
7,5 UM) freigesetzten EV sich in Bezug auf ihr Lipidprofil von unbehandelten Donorzellen unter-
scheiden. Dariliber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass auch die EV, die unter verschiedenen

Konzentrationen Cisplatin freigesetzt wurden, ein unterschiedliches Lipidprofil aufweisen.

4.3 Lagerungsfahigkeit von extrazellularen Vesikeln bei -80 °C

Eine vielversprechende Methode zur Lagerung von EV ist die Kryokonservierung bei -80 °C, die auch
von der ISEV propagiert wird [180]. Obwohl eine Kryokonservierung bei -80 °C als eine EV-schonende
Lagerungsmethode gilt, konnte gezeigt werden, dass durch sie EV-Charakteristika wie Konzentration
und GroRe oder auch die funktionelle Aktivitdt in bestimmten Proben beeinflusst werden kdnnen
[181]. Interessanterweise gibt es Hinweise, dass diese negativen Einflisse durch den Einsatz einer

25 mM PBS-Trehalose-Losung vermindert werden konnten [182].

In einem ersten Schritt sollte der Einfluss einer Kryokonservierung bei -80 °C sowie die Auswirkung
verschiedener Tragermittel auf die Konzentration und GroRe von PMA- und Cisplatin-EV untersucht
werden (Kap. 3.3.5). Hierzu wurden die EV wahrend der Anreicherung entweder in PBS oder Trehalose
prozessiert und anschliefend in jeweiligen Tragermitteln aufgenommen. Von den Suspensionen wurde
1 ml direkt im Anschluss an die Anreicherung mittels NTA gemessen und die restliche Probe bei -80 °C
kryokonserviert. Diese Proben wurde nach acht Tagen schonend auf Eis aufgetaut und erneut mittels
NTA gemessen. In der Abbildung 4.13 sind die Konzentration sowie die durchschnittlichen Gré3en der
in verschiedenen Tragermitteln gel6sten PMA- bzw. Cisplatin-EV vor und nach ihrer Kryokonservierung

dargestellt.
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Abbildung 4.13: EV-Konzentration und durchschnittliche EV-GroRen vor und nach achttagigem Einfrieren.
Durch PMA- (2 nM) bzw. Cisplatin- (7,5 uM Cis) Stimulation freigesetzte EV wurden mittels differentieller
Zentrifugation und Ultrazentrifugation angereichert und anschlieRend in den Tragermitteln PBS bzw. in eine
25 mM PBS-Trehalose-Lésung (Tre.) aufgenommen. Die Proben wurden direkt nach Anreicherung (einfarbige
Balken) sowie nach achttagiger Lagerung bei -80 °C (gestreifte Balken) mittels NTA gemessen. Angegeben sind
normierte EV-Konzentrationen (A) und die durchschnittlichen EV-GréRen (B). Die Daten sind dargestellt als
Mittelwerte +/- SEM dreier unabhingiger Experimente (Punkte).

Die Konzentration der PMA-EV unterschied sich, unabhéngig von den eingesetzten Tragermitteln, vor
bzw. nach der Kryokonservierung nicht signifikant (Abb. 4.13 A). Vergleichbares gilt fiir die Cisplatin-
EV, die ebenfalls keine signifikanten Partikelmengenunterschiede in den verschiedenen Tragermitteln
vor und nach achttiagigem Einfrieren zeigten (Abb. 4.13 A). Auch bezlglich der durchschnittlichen
PartikelgroRen konnten weder bei den in PBS- noch in Trehalose-Lésung suspendierten PMA- oder
Cisplatin-EV signifikante Unterschiede vor und nach Kryokonservierung gezeigt werden. Auffallend war
jedoch, dass in samtlichen EV-Proben eine wenn auch nicht signifikante Verminderung der durch-

schnittliche EV-GroRe nach der Kryokonservierung nachgewiesen werden konnte (Abb. 4.13 B).

In einem zweiten Schritt wurde beurteilt, inwieweit Trehalose die Morphologie von in ihr kryokonser-
vierten PMA- oder Cisplatin-EV beeinflusst. Um dies zu untersuchen, wurden die EV nach einer
18-tagigen Lagerung bei -80 °C aufgetaut und elektronenmikroskopisch untersucht. Reprasentative
Detailaufnahmen sind in Abb. 4.14 dargestellt. Reprasentative Ubersichtsaufnahmen befinden sich im

Anhang (Abb. 9.6).
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Trehalose
PMA-EV

Cisplatin-EV

Abbildung 4.14: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von in Trehalose-Losung suspendierten EV.

PMA- bzw. Cisplatin-EV wurden angereichert, in einer 25 mM PBS-Trehalose-Losung aufgenommen, fiir 18 Tage
bei -80 °C gelagert, mit einer halbgesattigten Uranylacetat-Losung (negative staining) gefarbt und mittels TEM
visualisiert. Alle Bilder einer Behandlungsart wurden aus dem Material einer identischen, biologischen Probe
erstellt. MaRstab 100 nm. Weitere Ubersichtsaufnahmen befinden sich im Anhang (Abb. 9.6).

Es zeigte sich, dass die in Trehalose-Losung aufgenommenen PMA- bzw. Cisplatin-EV eine mit den in
PBS suspendierten EV vergleichbare Morphologie prasentierten (Abb. 4.11). Sie wiesen wie die in PBS
aufgenommenen EV eine Doppelmembran auf. Innerhalb dieser Doppelmembran konnte ein aufge-
hellter Bereich als Korrelat einer verminderten Elektronenstreuung visualisiert werden. Auch die zuvor
beschriebenen rundlichen, auBerhalb der Vesikel gelegenen Aufhellungen konnten in diesen Proben
nachgewiesen werden. Eine Abweichung in Bezug auf die in PBS aufgenommenen EV zeigte sich darin,

dass einzelne Vesikel eine hexagonale Form aufwiesen (Abb. 4.14).

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass sich PMA- bzw. Cisplatin-EV nach einer achttédgigen
Lagerung bei -80 °C in ihrer Konzentration und durchschnittlichen GroRe nicht signifikant von
»frischen” Proben unterschieden. Dariliber hinaus konnte gezeigt werden, dass Trehalose im gewdahlten
Experimentaufbau keine signifikanten Vorteile gegeniliber PBS als Tragermittel bei der EV-Lagerung

aufweist.
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4.4 Auswirkungen von Cisplatin- bzw. PMA-Stimulation auf Zelliiberleben,

EV-Freisetzung und EV-assoziierte ADAM17-Abundanz

Im Folgenden werden die Einflisse verschiedener Cisplatin-Konzentrationen auf das Zellliberleben
sowie die EV-Freisetzung untersucht. Darliber hinaus wird evaluiert, ob diese Cisplatin-EV ADAM17
tragen. Als Kontrolle dienen, in Anlehnung an die Publikation von Groth et al. (2016), unter PMA-Kurz-

(2 h) bzw. -Langzeitstimulation (48 h) freigesetzte EV.

4.4.1 Korrelation von Zelltod und EV-Freisetzung unter PMA- und Cisplatin-Stimulation

Um nachweisen zu kénnen, ob die Induktion des Zelltods bei PMA- oder Cisplatin-Behandlung mit der
EV-Freisetzung korreliert, wurden Igrov-1-Zellen mit steigenden Konzentrationen Cisplatin (0-10 uM)
oder PMA (2 nM) sowie den entsprechenden Kontrollen (Ethanol-Gemisch (EtOH), 0,9 % Natrium-
Chlorid (NaCl), EV-depletiertes Medium) behandelt (Kap. 3.1.4). Das Zelliberleben wurde nach den
entsprechenden Stimulationszeitraumen (2 h bzw. 48 h) bestimmt (Kap. 3.1.3, 3.1.4). Die mittels NTA
ermittelten EV-Konzentrationen wurden normiert (Kap. 3.3.2) und anschlieBend in Relation zu den EV-
Konzentrationen gesetzt, die aus den Uberstianden mit NaCl-stimulierten Zellen angereichert wurden.
Eine Gegenlberstellung von Zelliiberleben und EV-Freisetzung ist in Abbildung 4.15 dargestellt. In
Bezug auf die Cisplatin-Stimulationsreihe wurden als reprasentative Auswahl nur die Konzentrationen

der unter NaCl, 1 uM sowie 7,5 uM Cisplatin-Behandlung freigesetzten EV bestimmt.
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Abbildung 4.15: Zelliiberleben und relative EV-Freisetzung unter PMA- bzw. Cisplatin-Stimulation.
Das Zelliberleben von in Kurz- (2 h) und Langzeitstimulation (48 h) mit PMA- (2 nM) bzw. verschiedenen Kon-

zentrationen Cisplatin- (0-10 uM) (C) stimulierten Zellen sowie der entsprechenden Kontrollen (EtOH, NaCl und
Medium) (A) wurde auf Basis der Zellfarbung mittels Nyone Cell Imager bestimmt (Kap. 3.1.3). Die jeweiligen EV

wurden angereichert (Kap. 3.3.1), mit NTA untersucht, auf die Anzahl ausgeséater Zellen normiert (Kap. 3.3.2)

und in Relation zu den unter NaCl-Stimulation freigesetzten EV-Mengen angegeben (B, D). Die Graphen zeigen
jeweils Mittelwerte +/- SEM von drei unabhangigen Experimenten. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001,
*¥¥%* = p <0.0001.

Im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen zeigte sich, dass weder eine PMA-Kurzzeit- noch

eine -Langzeitstimulation das Zelliberleben signifikant beeinflusste. Es ist jedoch anzumerken, dass
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die Kontrollen (EtOH, NaCl und Medium) ein Zelliberleben von 82 bis 84 % aufwiesen, wohingegen
das Zelliberleben nach einer 2-stiindigen PMA-Stimulation bei 77 % und nach einer 48-stiindigen
Stimulation bei 78 % lag (Abb. 4.15 A). Bezliglich der EV-Freisetzung konnte gezeigt werden, dass eine
Langzeitstimulation mit PMA im Vergleich zur NaCl-Kontrolle die Freisetzung von EV induzierte (1,44-

fach). Dieser Effekt war jedoch unter den gegebenen Bedingungen nicht signifikant (Abb. 4.15 B).

Im Vergleich dazu nahm das Zellliberleben durch Stimulation mit steigender Cisplatin-Konzentration
signifikant ab. So betrug das Zelliiberleben der mit NaCl-behandelten Zellen 79 %, der mit 1 uM
Cisplatin behandelten Zellen 63 % (p = 0,0001) und der mit 7,5 uM Cisplatin behandelten Zellen nur
noch 32 % (p <0,0001) (Abb. 4.15 C). Die EV-Freisetzung zeigte eine dem Zelliberleben entgegen-
gesetzte Tendenz. So konnten hier, bezogen auf die NaCl-Kontrolle, eine 2,5-fach erhéhte EV-
Freisetzung bei Stimulation mit 1 uM Cisplatin und eine 4,5-fach erhohte EV-Freisetzung bei

Stimulation mit 7,5 uM Cisplatin (p = 0,0031) nachgewiesen werden (Abb. 4.15 C).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass eine PMA-Stimulation das Zelliiberleben kaum
einschrankt, jedoch zu einer gesteigerten, wenn auch nicht signifikanten EV-Freisetzung flhrt.
Hingegen induziert Cisplatin konzentrationsabhangig den Zelltod und steigert gleichzeitig die EV-

Freisetzung.

4.4.2 Western-Blot-Analyse zum Nachweis von ADAM17 in unter PMA- bzw. Cisplatin-

Stimulation freigesetzten extrazelluldren Vesikeln

Nachfolgend wird untersucht, ob ADAM17 in den unter PMA- oder Cisplatin-Stimulation freigesetzten
EV nachgewiesen werden kann. Wie im Kapitel 1.2.3 beschrieben, kommt ADAM17 als funktionell
aktive, mature Form (75 kDa) und als funktionell inaktive Proform (120 kDa) vor. Neben diesen Formen
wurden auch kleinere Fragmente der Metalloprotease im Western Blot beschrieben [43, 123]. Die in
dieser Arbeit untersuchten Fragmente werden im Folgenden als 60/55-kDa-Fragment (60 kDa in
Zelllysaten, 55 kDa in EV-Lysaten) und 22/18-kDa-Fragment (22 kDa in Zelllysaten, 18 kDa in EV-

Lysaten) bezeichnet.

Um die Abundanz der verschiedenen Formen und Fragmente von ADAM17 in den durch PMA- oder
Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV sowie in den entsprechenden Kontrollen zu ermitteln, wurden
Western Blots durchgefiihrt. Neben ADAM17 wurde auch die Expression des EV-Markerproteins CD63
untersucht. Als zusatzliche Kontrollen wurden die Lysate unbehandelter bzw. mit NaCl behandelter
Igrov-1-Zellen gewahlt. In Abbildung 4.16 sind die Western Blots von Lysaten, der nach PMA-Kurz-

und -Langzeitstimulation freigesetzten EV sowie der entsprechenden Kontrollen dargestellt.
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Abbildung 4.16: Western Blots zum Nachweis von ADAM17 und dem EV-Marker CD63 in nach PMA-Stimulation angereicherten EV-Lysaten.
EV-Lysate (Kap. 3.4.1.3) wurden aus den Uberstanden von in Kurz- (2 h) und Langzeitstimulation (48 h) mit PMA (2 nM) und entsprechenden Kontrollen (Ethanol-Lésung (EtOH),
0,9 % Natrium-Chlorid-L6sung (NaCl) sowie EV-depletiertem Medium (Med)) behandelten Igrov-1-Zellen gewonnen. Als Vergleich diente ein Zelllysat (Z) (Kap. 3.4.1.1) von

unbehandelten Igrov-1-Zellen. Drei biologische Replikate (A, B, C) sind dargestellt. ®= Proform von ADAM17, @= mature ADAM17, ®= 60/55-kDa-Fragment,

(@)= 22/18-kDa-Fragment.
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In den Western Blots zeigte sich, dass das Tetraspanin CD63 in dem Zelllysat unbehandelter Igrov-1-
Zellen als starke Bande bei ca. 30—60 kDa nachweisbar war (Abb. 4.16). In den EV-Proben konnte CD63
nur in einem von drei Blots nach Kurzzeitstimulation mit PMA nachgewiesen werden, wohingegen es
in der entsprechenden Kontrolle (EtOH) nicht detektiert werden konnte. In den nach Langzeitstimula-
tion freigesetzten EV war CD63 in den Kontrollen (EtOH, NaCl und Medium) als schwache, in den nach

PMA-Stimulation erhaltenen EV als ausgepragte Bande nachweisbar.

Die Bande der Proform (120 kDa) von ADAM17 konnte im Lysat unbehandelter Zellen nachgewiesen
werden, nicht jedoch in den EV-Proben. Die mature Form (75 kDa) von ADAM17 konnte im Zelllysat in
vergleichbarer Intensitdt wie die Proform nachgewiesen werden. Fiir die EV-Proben kann reslimiert
werden, dass mature ADAM17 nach Kurzzeitstimulation mit PMA nur in einem von drei Blots und nach
Stimulation mit der entsprechenden EtOH-Kontrolle nicht detektiert werden konnte. In den nach
Langzeitstimulation erhaltenen EV-Proben ist mature ADAM17 in den Kontrollen (EtOH, NaCl und
Medium) nur schwach vorhanden, zeigt sich aber nach PMA-Stimulation als ausgepragte Bande. Die
Bande des 60/55-kDa-Fragments von ADAM17 konnte in den Zelllysaten schwach nachgewiesen
werden. Bezliglich der EV-Proben konnte sie nur bei den unter PMA-Langzeitstimulation freigesetzten
EV detektiert werden, wobei sie dort in zwei von drei Blots eine gesteigerte Abundanz zeigte. Das
22/18-kDa-Fragment konnte in den Zelllysaten unbehandelter Zellen detektiert werden. In den EV-
Proben war dieses Fragment ebenfalls in allen nach Langzeitstimulation freigesetzten EV und in zwei
von drei Blots auch in den nach Kurzzeitstimulation freigesetzten EV nachweisbar. Interessanterweise
konnte die 22-kDa-Bande, die sonst ausschlieRlich in den Zelllysaten nachweisbar war, auch in den

durch PMA-Langzeitstimulation freigesetzten EV detektiert werden.

Nachfolgend wird der Einfluss der Cisplatin-Stimulation auf die Abundanz der verschiedenen ADAM17-
Formen und -Fragmente untersucht. In Abbildung 4.17 sind die Western Blots der durch 0-10 uM

Cisplatin induzierten EV mit den entsprechenden Kontrollen dargestellt.
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Abbildung 4.17: Western Blots zum Nachweis von ADAM17 und dem EV-Marker CD63 in Lysaten von nach Cisplatin-Stimulation angereicherten EV.
EV-Lysate (Kap. 3.4.1.3) wurden aus den Uberstanden von mit 0-10 uM Cisplatin behandelten Igrov-1-Zellen gewonnen. Als Vergleich diente ein Zelllysat (Z) (Kap. 3.4.1.1) von

mit NaCl behandelten Igrov-1-Zellen. Drei biologische Replikate (A, B, C) sind dargestellt. @= Proform von ADAM17, @= mature ADAM17, @= 60/55-kDa-Fragment, @=
22/18-kDa-Fragment.
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In den Western Blots war der EV-Marker CD63 in den Lysaten der mit NaCl behandelten Zellen deutlich
nachweisbar (Abb. 4.17). Beziiglich der nach Stimulation mit 0-10 uM Cisplatin freigesetzten EV war
auffallig, dass die Abundanz des Tetraspanins bis zu einer Cisplatin-Konzentration von 7,5 uM stieg. In
den nach Einsatz von 10 uM Cisplatin erhaltenen EV-Proben konnte CD63 im Vergleich mit den nach
7,5 UM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV in einem Blot in vergleichbarem und in zwei Blots in

vermindertem Mal detektiert werden.

Die Proform (120 kDa) von ADAM17 wurde im Lysat der mit NaCl behandelten Igrov-1-Zellen als
ausgepragte Bande nachgewiesen. Darliber hinaus wurde sie in einem von drei Blots in den durch
7,5 UM und 10 uM Cisplatin-stimulierten EV detektiert. Die mature Form (75 kDa) von ADAM17 konnte
wie die Proform im Zelllysat nachgewiesen werden. In den EV, die nach Stimulation mit 1 uM bzw.
2,5 uM Cisplatin freigesetzt wurden, konnte die mature Form mit der fir die EV-Proben héchsten
Abundanz detektiert werden, allerdings war die Bande deutlich schwacher ausgepragt als im Zelllysat.
Interessanterweise wurde in den Proben der durch héhere Cisplatin-Konzentrationen freigesetzten EV
deutlich weniger funktionell aktive ADAM17 detektiert. Das 60/55-kDa-Fragment konnte im Zelllysat
nachgewiesen werden, nicht aber in den EV-Proben. Das 22/18-kDa-Fragment war, wie die anderen
ADAM17-Formen bzw. das 60/55-kDa-Fragment, besonders deutlich im Zelllysat nachweisbar.
Bemerkenswerterweise korrelierte in den EV-Proben die Intensitdat der Bande des 22/18-kDa-
Fragments positiv mit der Cisplatin-Konzentration, mit maximaler Auspragung nach Stimulation mit

7,5 UM bzw. 10 uM Cisplatin.

Zusammenfassend formuliert exprimieren unbehandelte bzw. mit NaCl behandelte Igrov-1-Zellen die
Proform (120 kDa), die mature Form (75 kDa), das 60-kDa-Fragment und das 22-kDa-Fragment von
ADAM17 sowie das Tetraspanin CD63. Bezliglich der durch PMA-Stimulation freigesetzten EV waren
die aktive mature Form (75 kDa), das 55-kDa-Fragment und das 22/18-kDa-Fragment von ADAM17
nachweisbar. Hinsichtlich der unter Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV zeigte sich, dass in
entsprechenden Lysaten die Proform (120 kDa), die aktive, mature Form (75 kDa) und das 18-kDa-
Fragment von ADAM17 detektiert werden konnten, wobei die Intensitat korrespondierender Banden

bei verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen variierte.
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4.5 Aufnahme extrazellularer Vesikel in Ovarialkarzinomzellen

Nachdem in PMA- und Cisplatin-EV (Abb. 4.16, Abb. 4.17) verschiedene Formen und Fragmente von
ADAM17 nachgewiesen werden konnten, wurde untersucht, ob diese EV von Ovarialkarzinomzellen
aufgenommen werden. Hierflr wurden Igrov-1-Zellen mit definierten Mengen fluoreszenzmarkierter
PMA- bzw. Cisplatin-EV inkubiert (Kap. 3.5.1). Eine NTA zur Bestimmung der EV-Konzentrationen zur
Vorbereitung der EV-Aufnahmeexperimente ist im Anhang in Abbildung 9.7 dargestellt; diese
Abbildung enthélt auch die durchschnittlichen EV-GréRen.

4.5.1 Beurteilung der Aufnahme extrazelluldrer Vesikel mittels Live-Cell Imaging

Zur qualitativen Beurteilung der Aufnahme von EVs durch Igrov-1-Zellen wurden diese mit fluoreszenz-
markierten EV (Kap. 3.5.1), welche unter Cisplatin-Stimulation (7,5 uM) freigesetzt wurden, behandelt.
AnschlieRend wurden die Zellen fiir einen Zeitraum von 10 h alle 20 min in einem Lionheart™ FX
Mikroskop bei 20-facher VergroRerung fotografiert (Kap. 3.5.2). Eine exemplarische Aufnahme ist in

Abbildung 4.18 dargestellt (der QR-Code erlaubt den Zugriff auf ein reprasentatives Video).

Abbildung 4.18: Life-Cell Imaging zur qualitativen Untersuchung der Aufnahme von fluoreszenzmarkierten EV
durch Igrov-1-Zellen.

Igrov-1-Zellen wurden mit einer definierten Menge von unter Cisplatin-Stimulation (7,5 uM) freigesetzten und
nachfolgend fluoreszenzmarkierten EV (griin) behandelt. Die Zellen und EV wurden fir 10 h alle 20 min mit
einer 20-fachen VergroRerung fotografiert. Eine exemplarische Aufnahme ist dargestellt sowie ein reprasenta-
tives Video, das durch den im unteren linken Bildrand dargestellten QR-Code einsehbar ist. MaRRstab 100 um.

Wie in Abbildung 4.18 und dem Video gezeigt, konnten zahlreiche griin fluoreszierende Partikel

verschiedener GréRen im Uberstand der Zellen nachgewiesen werden. Im Zeitverlauf zeigte sich, dass
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sich viele dieser Partikel an die Zellen hefteten und sich anschlieRend mit ihnen Gber den Boden der
Flachbodenplatte bewegten. In einigen Zellen liel§ sich eine Aufnahme der Partikel vermuten, da sich
das Zytoplasma dieser Zellen griin verfarbte. Im Fall der mit einem Kreis markierten Zellen (Abb. 4.18)
konnte dariber hinaus dokumentiert werden, dass diese Griinfarbung des Zytoplasmas bei Zellteilung

auf beide Tochterzellen Giberging.

4.5.2 Beurteilung der Aufnahme extrazellularer Vesikel mittels Imaging-

Durchflusszytometrie

Zur qualitativen und quantitativen Beurteilung der Aufnahme von fluoreszenzmarkierten EV (PMA,
Cisplatin) (Kap. 3.5.1) in Igrov-1-Zellen (Akzeptorzellen) sowie zur ndheren Charakterisierung der zeit-
lichen Dynamik dieses Prozesses wurde die Imaging-Durchflusszytometrie angewendet (Kap. 3.5.3).
Die Kultivierung und Behandlung der Akzeptorzellen mit dem Makrolid-Toxin Latrunculin A sowie mit
den fluoreszenzmarkierten EV wird in Kapitel 3.5.3 beschrieben. Nach der jeweiligen Behandlungszeit
(4 h, 14 h) wurden die Membranen der Empfangerzellen gefarbt und fur die Imaging-Durchfluss-
zytometrie vorbereitet (Kap. 3.5.3). Exemplarische Einzelzellaufnahmen nach einer Inkubationszeit von

14 h sind in Abbildung 4.19 gezeigt.

Durchlichtbild Membranfirbung
Durchlichtbild der Zellen + Membranfarbung | Fluoreszenz- der Zellen +
der Zellen Fluoreszenz- der Zellen markierte EV Fluoreszenz-

markierte EV markierte EV

Zelle ohne EV

Zelle mit PMA-EV

Zelle mit Cisplatin-EV |

Latrunculin A
Zelle mit PMA-EV

Latrunculin A
Zelle mit Cisplatin-EV

Abbildung 4.19: Imaging-durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme von PMA- bzw. Cisplatin-EV durch
Igrov-1-Zellen.

Dargestellt sind exemplarische Einzelzellaufnahmen von Zellen ohne EV-Behandlung und von Zellen, welche mit
unter PMA- (2 nM) oder Cisplatin-Stimulation (7,5 uM) freigesetzten und fluoreszenzmarkierten EV (grin) in
An- oder Abwesenheit von Latrunculin A fir 14 h inkubiert wurden. Mafl3stab 10 um.

In der qualitativen Begutachtung der in den verschiedenen Proben enthaltenen Zellen wurde deutlich,

dass sich die EV nach Inkubation in distinkten Strukturen innerhalb der Zelle befinden, was auf deren
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Aufnahme hindeutet. Mit Latrunculin A behandelte Zellen zeigten im Vergleich zu unbehandelten

Zellen weniger dieser fluoreszierenden intrazelluldren Strukturen (Abb. 4.19).

Um die Aufnahme der unter PMA- oder Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV mit und ohne
Latrunculin-A-Behandlung quantifizieren zu kénnen, wurde der Anteil der Zellen ermittelt, die EV
internalisiert haben. Hierbei wurde die Zellmembran einerseits auf Grundlage der lichtmikrosko-

pischen Durchlichtbilder und andererseits anhand der Membranfarbung definiert (Abb. 4.20).
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Abbildung 4.20: Relative Internalisierung von PMA- bzw. Cisplatin-EV in mit und ohne Latrunculin A
behandelten Igrov-1-Zellen in Kurz- und Langzeitstimulation.
Igrov-1-Zellen wurden entweder mit oder ohne Latrunculin A behandelt und anschlieRend mit durch PMA-

(2 nM) oder Cisplatin-Stimulation (7,5 uM) freigesetzten und fluoreszenzmarkierten EV inkubiert. Dargestellt
sind die relativen Internalisierungen in Langzeit- (A, B) und Kurzzeitstimulation (C, D). Die relative Internalisie-
rung wurde auf Basis des lichtmikroskopischen Durchlichtbildes (A, C) sowie auf Basis der Zellmembranfarbung
(B, D) berechnet. Die in A und B dargestellten Ergebnisse wurden auf Basis dreier unabhangiger Experimente
erhoben, die in C und D dargestellten Ergebnisse auf Basis zweier unabhangiger Experimente. * = p < 0.05,

** = p < 0.01, ¥** = p < 0.001, **** = p < 0.0001.
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Bei der quantitativen Analyse wird im Folgenden der Anteil der Igrov-1-Zellen, bei denen eine EV-
Aufnahme stattgefunden hat, als Durchschnitt der auf Basis des Durchlichtbildes (und der Membran-
farbung) ermittelten Werte angegeben. Nach 14-stlindiger Inkubation hatten etwa 7,6 % der unbehan-
delten Zellen auf Basis des Durchlichtbildes (etwa 7,1 % auf Basis der Membranfarbung) und etwa
1,8 % der mit Latrunculin A behandelten Zellen auf Basis des Durchlichtbildes (etwa 1,5 % auf Basis der
Membranfarbung) PMA-EV aufgenommen (Abb. 4.20 A, B). Die Aufnahme von Cisplatin-EV konnte
ohne Latrunculin-A-Behandlung in etwa 22,7 % der Zellen auf Basis des Durchlichtbildes (etwa 21,2 %
auf Basis der Membranfarbung) nachgewiesen werden. Mit Latrunculin-A-Behandlung lag die Aufnah-
me bei etwa 5,5 % der Zellen auf Basis des Durchlichtbildes (etwa 5 % auf Basis der Membranfarbung)
(Abb. 4.20 A, B). Passend dazu konnten bereits nach einer 4-stiindigen Inkubation mit PMA- oder
Cisplatin-EV vergleichbare Tendenzen bezlglich deren Aufnahme in entsprechend behandelten Igrov-

1-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.20 C, D).

Zusammenfassend kann konstatiert werden, dass Cisplatin-EV signifikant mit einer hoheren Wahr-
scheinlichkeit in die Empfangerzellen aufgenommen wurden als PMA-EV (p = 00,0013 auf Basis des
Durchlichtbilds, p = 0,014 auf Basis der Membranfarbung). Darliber hinaus konnte gezeigt werden,
dass diese Aufnahme von Cisplatin-EV durch eine Behandlung der Zellen mit Latrunculin A signifikant
gehemmt werden konnte (p = 0,0006 auf Basis des Durchlichtbilds, p = 0,0007 auf Basis der Membran-
farbung).

4.6 EV-Konzentration und ADAM17-Abundanz von aus Aszites isolierten

extrazelluldren Vesikeln

Nachdem gezeigt werden konnte, dass ADAM17 in PMA- und Cisplatin-EV detektierbar war, wurde
untersucht, ob die Metalloprotease auch in EV aus biologischen Proben von Ovarialkarzinom-Patien-
tinnen nachweisbar ist. Eine geeignete biologische Probe zur Anreicherung von EV kdnnte Aszites sein,
welcher hdufig im Rahmen des Ovarialkarzinoms auftritt [183—185]. Tumorassoziierter Aszites hat den
Vorteil, dass er bei Operationen und Entlastungspunktionen routinemaRig abgenommen wird und aus
diesem Grund in ausreichendem Mal fiir Untersuchungs- und Forschungszwecke zur Verfligung steht

[184].

In einem initialen Etablierungsexperiment wurde eine von einer Ovarialkarzinom-Patientin gewonne-
ne Aszitesprobe (Kap. 3.2) mit dem in Kapitel 3.3.1 und Abbildung 3.3 beschriebenen qualitéts-
kontrollierten Protokoll prozessiert. Anschliefend wurden die potenziell aus dem Aszites angerei-
cherten EV mittels NTA beziiglich ihrer Konzentration, durchschnittlichen GrofRe und GréRenverteilung

(D10, D50, D90) charakterisiert. Nachfolgend wurden sie mit Western Blot auf das Vorhandensein der
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EV-Markerproteine CD63 und HSP70 sowie auf die Abundanz der unterschiedlichen ADAM17-Formen

und Fragmente hin analysiert. Die Abbildung 4.21 zeigt die NTA-Untersuchung der Aszitesprobe.
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Abbildung 4.21: NTA zur Ermittlung der Gr6Benverteilung und Konzentration von aus Aszites angereicherten EV.
Der dargestellte Graph entspricht vier Einzelmessungen der gleichen biologischen Probe. Es handelt sich um ein
initiales Etablierungsexperiment.

Die angereicherten EV wiesen, mit einem Kurvenmaximum bei 147 nm, eine nahezu monodisperse
GroRenverteilung auf. Zusatzlich zeigte sich, dass aus 1 ml Aszites etwa 4,8 x 108 EV angereichert
werden konnten. Diese Aszites-EV besaRRen eine durchschnittliche GroRe von ca. 212 nm. In Bezug auf
ihre GroRenverteilung konnte festgestellt werden, dass 10 % kleiner als ca. 127 nm, 50 % kleiner als
ca. 189 nm und 90 % kleiner als 319 nm waren. Mit Blick auf die GréRenverteilung der angereicherten
EV innerhalb definierter GréBenbereiche zeigte sich, dass ca. 56 % als kleine (< 200 nm) und ca. 44 %
als mittelgroRe (200—1000 nm) EV bezeichnet werden kénnen. Es konnten keine groRen (> 1 um) EV in

dem Endpellet der Aszitesprobe detektiert werden.

AnschlieBend wurden die aus Aszites angereicherten EV mit Western Blot untersucht. Dazu wurden
die Lysate der EV zusammen mit 2 pug Protein des entsprechenden Asziteslysats (Kap. 3.4.1.21[?] im

Western Blot auf ADAM17, HSP70 und CD63 untersucht (Abb. 4.2.2).
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Abbildung 4.22: Western Blot zum Nachweis von ADAM17 und den EV-Markern CD63 und HSP70 in aus Aszites
angereicherten und lysierten EV.

Als Kontrolle wurden 2 pg eines Zell-depletierten Asziteslysats (ASC) aufgetragen. Es handelt sich um ein
einmalig durchgefiihrtes Experiment.

Im entwickelten Western Blot zeigte sich, dass die EV-Markerproteine CD63 und HSP70 in der aus
Aszites gewonnenen EV-Probe, anders als in der Zell-depletierten Aszitesprobe, angereichert waren.
Die Proform (120 kDa) der Metalloprotease ADAM17 war schwach im Zell-depletierten Aszites
nachweisbar, wohingegen sie nicht in den Aszites-EV detektiert werden konnte. Umgekehrt verhielt es
sich mit der aktiven, maturen Form von ADAM17 (75 kDa): diese war nicht im Zell-depletierten Aszites
nachweisbar, konnte jedoch abundant im EV-Lysat detektiert werden. Sowohl im Zell-depletierten
Aszites als auch in den Aszites-EV konnte das bereits in den Zellkulturexperimenten beschriebene
55-kDa-Fragment von ADAM17 nachgewiesen werden. Dabei zeigte das Fragment eine deutlich
hohere Abundanz in der Zell-depletierten Aszitesprobe als in der EV-Probe. Ein weiteres ADAM17-
Bruchstlick, das bereits in den Zellkulturexperimenten nachgewiesen werden konnte, ist das 22-kDa-
Fragment. Dieses Fragment zeigte — wie das 55-kDa-Fragment — eine hohe Expression im Zell-
depletierten Aszites, war jedoch interessanterweise ebenfalls abundant in den Aszites-EV

detektierbar.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass EV aus Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen
angereichert werden konnten. Diese Aszites-EV zeigten ein vergleichbares GroRenprofil wie die EV, die
unter Cisplatin- bzw. PMA-Stimulation in den Zellkulturexperimenten freigesetzt wurden. Des
Weiteren konnte in den Aszites-EV die aktive, mature Form (75 kDa), ein 55-kDa-Fragment und ein

22-kDa-Fragment von ADAM17 nachgewiesen werden.
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5 Diskussion

Das Ovarialkarzinom gehort zu den gynakologischen Tumoren mit der hochsten Mortalitat, weil ein
spater Diagnosezeitpunkt und die Entwicklung von Chemotherapieresistenzen die Prognose stark
einschranken [1, 2, 26]. Aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse, die Diagnose zu einem
moglichst frihen Zeitpunkt stellen zu kdnnen und Mechanismen der Chemotherapie-Resistenzent-
wicklung aufzukldren und ihnen vorzubeugen. Entsprechend den aktuellen evidenz- und konsens-
basierten S3-Leitlinien wird zur initialen Behandlung des Ovarialkarzinoms eine platinhaltige Chemo-
therapie empfohlen [16]. Unter einer solchen Erstlinientherapie entwickeln jedoch 60-85 % der

Patientinnen ein Rezidiv [26].

Ein Protein, welches eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen im
Ovarialkarzinom einnehmen koénnte, ist die Metalloprotease ADAM17, die verschiedenen onkogenen
Signalwegen vorgeschaltet ist (Kap. 1.2.4, 1.2.5). Neuere Erkenntnisse legen nahe, dass auch extra-
zelluldre Vesikel, die durch eine platinhaltige Chemotherapie induziert wurden, die Resistenz-
entwicklung bzw. Rezidiventstehung von Ovarialkarzinomen beeinflussen kénnten [154, 161, 162]. In
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass eine Cisplatin-Stimulation
von Ovarialkarzinomzellen den Umsatz des ADAM17-Substrats Amphiregulin steigert, gleichzeitig aber
die Oberflachenexpression von ADAM17 vermindert. Vergleichbare Ergebnisse wurden auch nach
einer Stimulation mit dem Phorbolester PMA erzielt [33]. Auch Groth et al. (2016) wiesen nach, dass
eine PMA-Stimulation zu einem verminderten Nachweis von ADAM17 auf der Zelloberflache von
Lungenkarzinomzellen fiihrt; interessanterweise konnte von dieser Arbeitsgruppe auch gezeigt

werden, dass diese Umverteilung von ADAM17 auf extrazelluldre Vesikel erfolgt [123].

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob auch EV von Cisplatin- bzw. PMA-
stimulierten Ovarialkarzinomzellen ADAM17 tragen. Um diese Fragestellung zu klaren, war es zunachst
von Interesse, von Ovarialkarzinomzellen sezernierte Partikel aus Zellkulturiiberstdanden anzureichern,

mit standardisierten Verfahren nachzuweisen und als EV zu charakterisieren.

5.1 Nachweis und Charakterisierung von durch Cisplatin- bzw.

PMA-induzierten extrazelluldren Vesikeln aus Ovarialkarzinomzellen

Wie in Kapitel 1.3.4 beschrieben, wurden von der ISEV im Jahr 2018 lberarbeitete Charakterisierungs-
standards fur EV veroffentlicht, die auf quantitativen, qualitativen und morphophysikalischen
Beurteilungen der EV beruhen und somit eine verbesserte Vergleichbarkeit von Publikationen
ermoglichen sollen [82]. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Charakterisierungsstandards

angewendet, indem die nach Zentrifugation und Ultrazentrifugation erhaltenen Endpellets (Kap. 4.2,
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4.3, Abb. 4.3) der PMA- und Cisplatin-Stimulationsgruppen mittels NTA (Abb. 4.4 bis 4.9), Western Blot
(Abb. 4.10), TEM (Abb. 4.11) und Lipidomics (Abb. 4.12) methodisch untersucht wurden.

Die quantitative Beurteilung der in den Endpellets (Abb. 4.3) enthaltenen Partikel ergab, dass aus den
Uberstianden der PMA-Stimulationsgruppe etwa doppelt so viele Partikel angereichert werden
konnten wie aus den Uberstinden der Cisplatin-Stimulationsgruppe (Abb.4.6 B und D). Diese
Konzentrationsunterschiede koénnten dadurch erklart werden, dass die verwendete PMA-LOsung
(2 nM) die Freisetzung von Partikeln aus den Zellen effektiver stimulierte als die verwendete Cisplatin-
Losung (7,5 uM). Gegen eine hohere EV-Freisetzung unter PMA-Stimulation (2 nM) spricht allerdings,
dass im Vorexperiment (Abb. 4.2) und in den EV-Aufnahme-Experimenten (Abb. 4.7) mehr Partikel in
den Cisplatin- als in den PMA-Endpellets detektiert werden konnten. Eine zweite Moglichkeit, die die
Partikel-Konzentrationsunterschiede in den Endpellets der verschiedenen Stimulationsgruppen
erklaren konnte, besteht darin, dass die verwendeten Losungen (2 nM PMA bzw. 7,5 uM Cisplatin) eine
vergleichbare Stimulation der Partikelfreisetzung bewirken, Cisplatin aber im Gegensatz zu PMA den
Zelltod der Donorzellen starker induziert (Abb. 4.15 A und C), wodurch weniger Zellen wahrend des
Stimulationszeitraums fiir eine EV-Produktion zur Verfiigung stehen kénnten. Eine dritte Option ware,
dass die gewahlte Cisplatin-Konzentration sogar effektiver die EV-Freisetzung stimuliert, diese Wirkung

aber durch deren zytotoxisches Potenzial liberlagert wird.

Bei einer Gegeniberstellung von Zelliberleben und EV-Freisetzung zeigte sich, dass Cisplatin den
Zelltod konzentrationsabhédngig fordert und eine Stimulation mit héheren Cisplatin-Konzentrationen
eine gesteigerte EV-Freisetzung bewirkt (Abb.4.15 C und D). Diese Beobachtung kdénnte dafir
sprechen, dass Cisplatin die Freisetzung von EV aus den Zellen bis zu deren Zelltod stimuliert. Anderer-
seits ware es auch moglich, dass der gesteigerte EV-Nachweis eine Folge des Cisplatin-induzierten
Zelltods ist, welcher zur Bildung einer grofRen Anzahl apoptotischer Kérperchen fithren kdnnte. Es
scheint wahrscheinlich, dass in Abhdngigkeit von der Cisplatin-Konzentration die beiden beschriebe-
nen Effekte eintreten und im gleichen oder unterschiedlichen Maf die EV-Bildung (hierzu gehért auch

die Bildung von apoptotischen Kérperchen) induzieren.

Bei Betrachtung von Zelliberleben und EV-Freisetzung nach PMA-Stimulation (2 nM, Stimulationszeit
48 h; Abb. 4.15 A und B) konnte nachgewiesen werden, dass das Zelliberleben durch eine PMA-Stimu-
lation nicht beeinflusst wird. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass PMA (2nM, Stimulationszeit
48 h) eine im Mittel etwa 1,4-fach erhohte, jedoch nicht signifikante EV-Freisetzung im Vergleich zur
Kontrolle (NaCl) induzierte (Abb. 4.15B). Hieraus kann geschlossen werden, dass PMA keinen
signifikanten Einfluss auf das Zelliberleben und nur einen geringen Einfluss auf die EV-Freisetzung
nimmt. Weitere Ergebnisse dieser Arbeit legen jedoch nahe, dass der Einfluss einer PMA-Stimulation

auf die EV-Freisetzung auch ausgepragter sein kdnnte (Abb. 4.6).
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Neben den beschriebenen EV-Konzentrationsunterschieden zeigte sich, dass die im Endpellet angerei-
cherten EV von PMA-behandelten Zellen mit einem Durchmesser von durchschnittlich 169 nm deutlich
kleiner waren als die entsprechenden Cisplatin-EV, die einen Durchmesser von durchschnittlich
186 nm aufwiesen (Abb. 4.7, 4.8). Da Cisplatin in Abhangigkeit vom Zelltod und PMA eine EV-
Freisetzung unabhangig vom Zelltod stimuliert, konnten die durchschnittlichen GréBenunterschiede
auf ein vermehrtes Vorkommen von apoptotischen Kérperchen in der Cisplatin-Stimulationsgruppe
zuriickgefiihrt werden. Derzeit existieren keine konsensbasierten Standards, um apoptotische Kérper-
chen von anderen EV zu unterscheiden; dennoch werden sie in der Literatur mehrheitlich den
mittelgroRen und grofRen EV (500-5000 nm) zugeordnet [82, 102, 186, 187]. Simpson et al. (2013)
beschreiben allerdings auch apoptotische Korperchen, die im GréBenbereich der kleinen EV liegen
(> 50 nm) [188]. Da unter einer Cisplatin-Stimulation durchschnittlich groRere EV freigesetzt werden,
spricht dies mit hoher Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich unter diesen auch apoptotische Kérperchen

befinden.

Ordnet man die EV anhand der von der ISEV (2018) vorgeschlagenen GroReneinteilung, so zeigt sich,
dass Cisplatin-EV mit ca. 66 % den kleinen EV (< 200 nm) und mit ca. 34 % den mittelgroRen EV (200-
1000 nm) zugeordnet werden konnten. Im Vergleich dazu wurden in den PMA-Endpellets mit 75 %
mehr kleine EV und mit 25 % weniger mittelgroRe EV detektiert. In beiden Endpellets (Abb. 4.3) konn-
ten keine grofRen EV (> 1000 nm) nachgewiesen werden (Abb. 4.9). Der groRere Anteil mittelgroRer EV
konnte durch Cisplatin-Stimulation induziert werden. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der
Schlussfolgerung, dass ein Anteil der Vesikel im Cisplatin-Endpellet aus apoptotischen Kérperchen
bestehen konnte. Die Auswirkungen einer Cisplatin-Behandlung auf die EV-Freisetzung aus
Ovarialkarzinomzellen wurden auch von Vera et al. (2019) untersucht. Sie zeigten, dass aus den
Zellkulturiiberstanden Cisplatin-behandelter HeyA8-Ovarialkarzinomzellen etwa 80 % kleine EV
(<200 nm) im Endpellet angereichert wurden [189]. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen
dieser Arbeit, da der groRRte Anteil der EV dem Spektrum der kleinen EV zugerechnet werden konnte.
Vera et al. (2019) untersuchten jedoch eine andere Zelllinie, kultivierten diese in Spheroiden und
stimulierten diese dariiber hinaus mit einer geringeren Cisplatin-Konzentration (5 uM) fiir 72 h. Die
von Vera et al. (2019) verwendete geringere Cisplatin-Konzentration kénnte in Kombination mit dem
langeren Stimulationszeitraum dazu gefiihrt haben, dass weniger Zellen in Apoptose gingen und somit

weniger mittelgroRe und grolSe apoptotische Kérperchen entstanden.

In der Western-Blot-Analyse der Endpellets (Abb.4.3) der verschiedenen Stimulationsgruppen
konnten sowohl die Tetraspanine CD9 und CD63 als auch HSP70 detektiert werden, wohingegen
Calnexin nicht nachweisbar war (Abb. 4.10). Dies spricht zum einen dafiir, dass die aus den Uber-
standen von PMA- bzw. Cisplatin-stimulierten Igrov-1-Zellen gewonnenen Partikel die fiir EV-typischen

Proteine tragen und nicht mit intrazelluldren Bestandteilen (Calnexin ist ein im endoplasmatischen
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Retikulum lokalisiertes Lektin-Chaperon [190]) verunreinigt wurden [82]. Aus der Abwesenheit von
Calnexin kann dariiber hinaus geschlossen werden, dass es sich bei den angereicherten Partikeln
vornehmlich um kleine EV (< 200 nm) handelt [82]. Diese Beobachtung deckt sich mit der anhand der

NTA ermittelten GroRenverteilung der Partikel (Abb. 4.9).

Eine Herausforderung bei Durchfiihrung der Western Blots bestand darin, dass die durch differentielle
Zentrifugation und Ultrazentrifugation angereicherten Endpellets (Abb. 4.3) nicht geniigend Protein
enthielten, um dieses mithilfe von Standard-Proteinassays (Kap. 3.4.2) zu messen. Aus diesem Grund
wurde entschieden, die jeweiligen Endpellets vor deren weiterer Analyse in gleichen Volumina PBS zu
I6sen, um eine Vergleichbarkeit der verschiedenen EV-Proben herstellen zu kénnen. Es ist zu klaren,
warum andere Forschungsgruppen hohere Proteinmengen in vergleichbaren Zellkulturexperimenten
und Anreicherungsverfahren in den Endpellets nachweisen konnten [154, 189]. Eine Modglichkeit
konnte darin bestehen, dass der verwendete Lysepuffer (Kap. 2.2.1) von EV getragene Proteine
weniger effizient 16st. Subedi et al. (2019) empfehlen nach einer vergleichenden Analyse von sechs
verschiedenen Lysepuffern die Verwendung eines Radioimmunoprecipitation-Assay-Puffers (RIPA-
Puffer), um die Anzahl detektierbarer EV-assoziierter Proteine zu maximieren [191]. Der RIPA-Puffer
enthalt als ionische Detergenzien SDS und Natriumdesoxycholat und als nicht-ionisches Detergens
NP40, wahrend der in dieser Arbeit verwendete Lysepuffer mit Triton X-100 und NP40 ausschlieflich
nicht-ionische und nicht-denaturierende Detergenzien enthalt, was zu einer verminderten Lésung von

EV-assoziierten Proteinen fiihren kdonnte [191].

Die morphologische Detailbeurteilung der in den verschiedenen Endpellets angereicherten EV erfolgte
mit TEM (Abb. 4.11). Hierbei konnten Strukturen mit einer zentralen Aufhellung detektiert werden, die
von einer Doppelmembran umgeben waren und somit eine EV-typische Morphologie (Cup shape)
aufwiesen [125, 154, 156, 169, 192]. Neben den Vesikeln konnten Aufhellungen ohne Doppelmembran
in einem GroRenbereich von 5 bis 20 nm mittels TEM detektiert werden, die sich zum Teil auch an die
Membran der identifizierten Vesikel anlagerten. Karimi et al. (2018) beschreiben vergleichbare
Strukturen, die bei der Isolierung von EV aus humanem Blutserum und -plasma durch Size-Exclusion
Chromatography (SEC) detektiert wurden. Diese wurden von Karimi et al. (2018) als Plasma- und Lipo-
proteine gedeutet [193]. Eine Moglichkeit, wie Plasma- und Lipoproteine zusammen mit den EV der
verschiedenen Stimulationsgruppen in den Endpellets angereichert werden kénnten, besteht darin,
dass diese durch die Ovarialkarzinomzellen selbst produziert und sezerniert werden. Eine weitere
Moglichkeit ware, dass die Plasma- und Lipoproteine dem bovinen Serumanteil des EV-depletierten

Zellkulturmediums entstammen.
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Nach Bewertung der Ergebnisse der NTA-, der Western-Blot- und der TEM-Untersuchungen gemafR
den von der ISEV (2018) vorgeschlagenen Kriterien kdnnen die in den Endpellets (PMA und Cisplatin)

angereicherten Partikel eindeutig als EV charakterisiert werden.

Die ISEV hat im Jahr 2018 neben diesen etablierten EV-Charakterisierungskriterien weitere Methoden
zum Nachweis von EV vorgeschlagen. Hierzu gehort auch die Charakterisierung des Lipidprofils [82]. In
der vorliegenden Arbeit wurde das Lipidprofil Cisplatin-induzierter EV mit Lipidomics analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass die Lipidprofile von EV und Donorzellen nicht libereinstimmen und auch die
Lipidprofile der unter verschiedenen Cisplatin-Konzentrationen (0-7,5 uM) freigesetzten EV deutliche
Unterschiede aufweisen (Abb. 4.12). Bei einem Vergleich der Lipidprofile von Donorzellen und EV (0-
7,5 UM Cisplatin) zeigt sich, dass einige Phosphatidylcholine (PC) und Ether-verknipfte
Phosphatidylcholine (PC-O) vermehrt in den Donorzellen vorkommen, wohingegen sich Cholesterol
und einige Sphingomyeline (SM) in den EV anreicherten. Diese Ergebnisse stimmen mit den von
Skotland et al. (2020) publizierten Review-Daten liberein. Dieses Review beinhaltet die Lipidprofile von
konstitutiv sezernierten EV von neun verschiedenen Zelllinien (PC-3, Oli-neu, HepG2/C3a, B-
Lymphozyten, Mastzellen, dendritische Zellen, Retikulozyten, Thrombozyten und Adipozyten). Gezeigt
wurde, dass in EV im Vergleich zu ihren Donorzellen ebenfalls Cholesterol und SM und dariiber hinaus
Glykosphingomyeline (GSM) und Phosphatidylserin (PS) angereichert werden, wohingegen PC sowie
zusatzlich Phosphatidylinositole (Pl) vermehrt in den Donorzellen nachgewiesen werden konnten
[127]. Abweichend von den durch Skotland et al. (2020) veroéffentlichten Daten, die eine vergleichbare
Abundanz von Phosphatidylethanolaminen (PE) in EV und Donorzellen beschrieben, konnte in dieser
Arbeit PE im vergleichbaren MalR nur in Donorzellen und in mit 7,5 uM Cisplatin-induzierten EV
detektiert werden. Vergleicht man die Lipidprofile der EV, die unter verschiedenen Cisplatin-
Konzentrationen (0-7,5 uM) freigesetzt wurden, so kdnnte Uber eine Lipidanalyse eventuell sogar auf
den Anteil an apoptotischen Kérperchen geschlossen werden. Diese Annahme beruht darauf, dass die
Kontroll-EV (NaCl) keinen oder nur einen geringen Anteil an apoptotischen Kérperchen enthalten und
dass dieser Anteil bei den unter 7,5 uM Cisplatin-Stimulation freigesetzten EV vermutlich deutlich
erhoht ist, da Cisplatin konzentrationsabhangig den Zelltod induziert (Abb. 4.15 C). Wie in Abbildung
4.12 gezeigt, konnten PE (Cluster 2) und Lysophosphatidylethanolamine (LPE) (Cluster 6) als positive
Marker und PC (Cluster 3) und einige SM (Cluster 5) als negative Marker fir apoptotische Kérperchen

fungieren.
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5.2 Dokumentation der EV-Anreicherung und Evaluation des

methodenbedingten EV-Verlustes

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die EV-Anreicherung des von Théry et al. (2006) publizierten und entspre-
chend den Ergebnissen von Ashiru et al. (2010) und Chitadze et al. (2013) angepassten Protokolls (Kap.
3.3.1) zu dokumentieren und den methodenbedingten EV-Verlust zu evaluieren. Hierzu wurden die in
Abbildung 4.3 dargestellten Uberstinde und Pellets auf ihre Partikelkonzentration (Abb. 4.6), -groRe
(Abb. 4.7 bis 4.9) und -dispersitat (Abb. 4.4, 4.5) untersucht. Der EV-Verlust in den Zwischenpellets
(Abb. 4.3) wurde zusatzlich mit Western Blot (Abb. 4.10) untersucht.

Es zeigte sich, dass die Partikelkonzentrationen in den Uberstinden Cisplatin- und PMA-behandelter
Zellen zu Beginn der Prozessierung zunachst zunahmen und beginnend mit dem ersten 100.000 x g
Ultrazentrifugationsschritt deutlich abnahmen (Abb. 4.6 A und C). Dahingegen nahmen die durch-
schnittlichen Partikelkonzentrationen in den Zwischenpellets wahrend der Prozessierung kontinuier-
lich zu und erreichten ein Maximum im Endpellet P5 (Abb. 4.6 B und D). Diese Beobachtung steht im
Gegensatz zu der Annahme, dass die Anzahl der Partikel in den Uberstinden der verschiedenen
Stimulationsgruppen zu Protokollbeginn am hdchsten ist und durch Anreicherung von Partikeln in den
Pellets kontinuierlich abnimmt. Diese Ergebnisse kdnnten darauf zuriickgefiihrt werden, dass das in
den Zellkulturexperimenten verwendete RPMI-Medium bei gleichem Detection Threshold (Kennzahl
fir die Messsensitivitat der NTA) mehr Hintergrundsignale erzeugt als PBS. Da die Uberstande wiahrend
der Prozessierung jedoch zunehmend mit PBS verdiinnt wurden, musste der Detection Threshold fir
die Messungen jeweils angepasst werden. Gross et al. (2016) konnten zeigen, dass die bei der Messung
von NTA-Proben einstellbaren Parameter Camera Level und Detection Threshold maligeblichen
Einfluss auf die detektierbare Partikelkonzentration haben [194]. Da in dieser Arbeit bei den ersten,
sehr Medium-reichen Uberstinden ein geringerer Detection Threshold gewahlt werden musste, wurde
dadurch die Menge detektierbarer Partikel herabgesetzt, was wiederum die Messung niedrigerer

Partikelkonzentrationen in den Medium-reichen Uberstinden erklaren kdnnte.

Die in den verschiedenen Uberstidnden und Pellets enthaltenen Partikel (Abb. 4.3) wurden in Bezug auf
ihre durchschnittliche GréBe und GroRenverteilung charakterisiert (Abb. 4.7, 4.8). Hierbei zeigte sich,
dass in den verschiedenen Uberstidnden im Laufe der Prozessierung sowohl in der PMA- als auch der
Cisplatin-Stimulationsgruppe zunehmend kleinere Partikel nachgewiesen wurden (Abb. 4.9 A und C).
Diese Beobachtung bestéatigt, dass durch das verwendete Protokoll (Abb. 4.3) groRere Partikel
pelletiert werden und somit zunehmend kleinere Partikel in den Uberstinden verbleiben, die jedoch
auch Fragmente groBerer Partikel darstellen konnten. Eine Ausnahme bilden die Partikel aus den
2000 x g Pellets, welche kleiner waren als die in den 10.000 x g Pellets. Eine Begriindung hierfiir kdnnte

sein, dass das 2000 x g Pellet aufgrund seines hohen RPMI-Medium-Anteils bei der NTA-Messung
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zahlreiche Hintergrundsingale erzeugte, die von der NTA-Software als kleinere Partikel erfasst wurden.
Eine Moglichkeit, dieses Problem zu umgehen, konnte darin bestehen, die in den verschiedenen
Uberstidnden und Pellets enthaltenen Partikel im gleichen Trigermittel zu I6sen. Als Trigermittel
kommt vor allem PBS (filtriert 0,1 um) in Betracht, da es gemall Erfahrungswerten unserer

Arbeitsgruppe die Detektion von in ihm gel6sten Partikeln optimal erméglicht.

In den Abbildungen 4.4 und 4.5 wird gezeigt, dass die in den Uberstinden und den Endpellets
enthaltenen Partikel der beiden Stimulationsgruppen weitgehend monodispers und die in den
korrespondierenden Zwischenpellets angereicherten Partikel polydispers verteilt waren. Zusammen-
fassend unterstreichen die dargestellten Ergebnisse trotz der genannten methodenbedingten Mess-
ungenauigkeiten, dass das angewendete Protokoll geeignet ist, Partikel aus den genannten
Uberstidnden zu sedimentieren und in korrespondierenden Pellets anzureichern. Dariiber hinaus
konnte gezeigt werden, dass durch das verwendete Protokoll kleinere Partikel wahrend der
Anreicherung selektiert werden und die Anreicherung von in Bezug auf ihre GroRe homogenen

Partikeln im Endpellet ermoglicht.

Ein entscheidendes Kriterium fiir die Protokollqualitat ist die Beurteilung des methodenbedingten EV-
Verlustes wahrend der Anreicherung. Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, konnten wahrend der Proto-
kolldurchfihrung EV verloren gehen, indem sie mit den Zwischenpellets verworfen oder nicht in
ausreichendem MaR aus den Uberstinden sedimentiert werden. Daher wurden die in den Zwischen-
pellets beider Stimulationsgruppen (PMA und Cisplatin) angereicherten Partikel mittels Western Blot
auf das Vorhandensein der positiven EV-Marker CD9, CD63 und HSP70 sowie des negativen EV-
Markers Calnexin untersucht (Abb. 4.10). Diese Untersuchung ergab keinen Hinweis auf das Vorhan-
densein von EV in den Zwischenpellets, sodass ein relevanter EV-Verlust Gber die Zwischenpellets
ausgeschlossen werden kann. Die Untersuchung der fiir einen moglichen EV-Verlust relevanten
Uberstinde S4 und S5 (Abb. 4.3) mittels NTA ergab, dass sich in ihnen noch groRe Mengen kleiner
Partikel nachweisen lieRen, die nicht sedimentiert werden konnten (Abb. 4.4 bis 4.9). Dieser Partikel-
verlust wird insbesondere bei der Prozessierung der Zellkulturiiberstainde aus der Cisplatin-
Stimulationsgruppe deutlich, bei welcher durchschnittlich etwa zehnmal mehr Partikel im Uberstand
S4 verblieben, als im Endpellet angereichert werden konnten (Abb. 4.6 C und D). Da die im Uberstand
S4 verbliebenen Partikel nicht sedimentiert werden konnten, war ein eindeutiger EV-Nachweis nicht
moglich. Die Schwierigkeit, kleine Partikel mithilfe von differentieller Zentrifugation und Ultrazentri-

fugation anzureichern, ist bereits beschrieben worden [195].
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5.3 Lagerungsfahigkeit von PMA- und Cisplatin-EV

Da das durch Théry et al. (2006) publizierte und entsprechend den Ergebnissen von Ashiru et al. (2010)
und Chitadze et al. (2013) angepasste Protokoll (Kap. 3.3.1) zur Anreicherung von EV eine durchschnitt-
liche Durchfiihrungsdauer von etwa 6 h hat, war es von Interesse, die Lagerungsfahigkeit angereicher-
ter EV zu testen. Die ISEV empfiehlt die Lagerung von EV bei -80 °C [180]. In verschiedenen Publika-
tionen wurde zusatzlich der Einfluss von Tragermitteln auf die EV-Lagerungsfahigkeit untersucht [181,
182, 196, 197]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Zucker, insbesondere Trehalose, die Kryostabilitat
und Funktionalitdt von EV positiv beeinflussen kann [182, 197]. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weisen jedoch darauf hin, dass PMA- bzw. Cisplatin-EV, unabhdngig von den verwendeten Tragermit-
teln, nach der Kryokonservierung keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu nicht-eingefrorenen
EV zeigen (Abb. 4.13). Auch die Morphologie der EV beider Stimulationsgruppen war nach Kryokonser-
vierung in den verschiedenen Tragermitteln vergleichbar (Abb. 4.11, 4.14). Somit konnte nicht
nachgewiesen werden, dass Trehalose-Losung im Vergleich zu PBS einen Vorteil bei der Kryokonser-

vierung von EV bietet.

5.4 Durch PMA- und Cisplatin-Stimulation freigesetzte extrazelluldre Vesikel

enthalten ADAM17

Die biologische Funktion von EV wird maRgeblich durch die von ihnen transportierten bzw. auf ihrer
Oberflache getragenen Molekile bestimmt (Kap. 1.3.5). Zu diesen gehoren Proteine, Lipide und
Nukleotid-Strange [85]. Die Metalloprotease ADAM17 ist ein in zahlreichen Tumoren vermehrt expri-
miertes Protein, das mehr als 80 zum Teil potenziell tumorférdernde Substrate mittels Ectodomain-
Shedding prozessieren kann und somit wichtigen Signaltransduktionsprozessen wie dem EGFR-, TNF-a-
und IL-6-trans-Signalweg vorgeschaltet ist (Kap. 1.2.4, 1.2.5). Durch Aktivierung dieser Signalwege
konnte ADAM17 u. a. zu einem vermehrten Tumorwachstum, einer gesteigerten Tumorzellmigration
und speziell zu einer fir die Therapie des Ovarialkarzinoms relevanten Chemotherapie-Resistenz-
bildung beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ADAM17 (Proform, mature Form, Fragmente)
mittels Western Blot in den Cisplatin- (0-10 uM) und PMA- (2 h und 48 h Stimulationszeitraum) EV
sowie der Medium-Kontrolle nachgewiesen werden (Abb. 4.16 und Abb. 4.17). Diese Beobachtungen
stehen im Einklang mit den Ergebnissen verschiedener Publikationen, die zeigen, dass EV unterschied-
licher humaner Zelllinien ADAM17 tragen [118, 119, 123]. Mit der verwendeten Western-Blot-Analyse
konnte jedoch kein Nachweis erbracht werden, ob ADAM17 auf der EV-Oberflache vorliegt und dort
eine Orientierung aufweist, die die katalytische Aktivitat der Metalloprotease ermdoglicht. Die Klarung

dieser Frage ist Gegenstand aktueller Forschungen der Arbeitsgruppe Hedemann, Kiel.
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Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die funktionelle Aktivitat von ADAM17. Diese kann formal in eine rein
katalytische und eine Shedding-Aktivitat unterteilt werden. Hiermit ist gemeint, dass ADAM17 zum
einen ,unspezifisch” kleine Peptide schneiden und zum anderen im Rahmen von zellular reguliertem
Shedding gezielt die Ektodomanen von Substraten durch proteolytische Spaltung freisetzen kann [45].
Verschiedene Kontrollmechanismen, durch die die Shedding-Aktivitat von ADAM17 reguliert werden
kann, sind in Kapitel 1.2.3 ausgefiihrt. Neben diesen regulatorischen Einflissen kann die Metallo-
protease ADAM17 selbst in einer funktionell inaktiven Proform und einer funktionell aktiven, maturen
Form vorliegen [47]. Die Proform unterscheidet sich von der maturen Form durch eine das katalytische
Zentrum der Metalloproteasedomane inhibierende Prodomane [46]. Von Black et al. konnte bereits
im Jahr 1997 gezeigt werden, dass die Proform von ADAM17 aus insgesamt 824 Aminosauren besteht
[61]. Unter Kenntnis dieser Primarstruktur von ADAM17 lassen sich die theoretischen Molekular-
gewichte des Gesamtproteins sowie der verschiedenen Domanen und Regionen ndherungsweise
berechnen (Kap. 9.5). In Abbildung 5.1 ist die Domanenstruktur von ADAM17 mit den korrespondie-
renden Molekulargewichten dargestellt. Etwaige Abweichungen der Proteinmasse durch
Glykolisierungen etc. wurden dabei nicht berilicksichtigt. Das gezeigte Schema beruht auf den
Untersuchungen von Black et al. (1997); die Einteilung in Domanen und Regionen wurde gemaR einer

Veroffentlichung von Groétzinger et al. (2017) vorgenommen [45, 61].
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Abbildung 5.1: Domanenstruktur von ADAM17.

ADAM17 kann von ihrem N-terminalen Ende in eine Prodomaéne (PD), eine Metalloproteasedomane (MD), eine
Disintegrin-like-Domane (DLD), eine membranproximale Domane (MPD), eine CANDIS-Region (CR), eine
Transmembranregion (TM) und eine zytoplasmatische Doméne eingeteilt werden. Die auf Grundlage der
Primarstruktur berechneten theoretischen Molekulargewichte der einzelnen Regionen sind angegeben. Der
Einfluss posttranslationaler Modifikationen wurde dabei nicht berticksichtigt. Basierend auf Black et al. (1997),
Domanenstruktur nach Groétzinger et al. (2017). Berechnung der Molekulargewichte siehe Anhang (Kap. 9.5).

Betrachtet man das Molekulargewicht der 824 Aminosduren, so ergibt sich eine theoretische
Gesamtmasse von ca. 93 kDa (siehe Anhang Kap. 9.5). In Western-Blot-Analysen von humanen Zellen
migriert die Proform von ADAM17 jedoch meist zwischen 100 und 130 kDa [47, 55, 71, 73, 123]. Diese
Abweichung ist auf posttranslationale Modifikationen, insbesondere Glykolysierungen zurtickzufiihren
[46, 47]. Die Proform kann in Western-Blot-Analysen von der maturen Form (70-100 kDa)
unterschieden werden [47, 55, 71, 73, 123].

In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob Cisplatin die Bildung von ADAM17 stimuliert, was

Voraussetzung fir dessen theoretische EV-assoziierte Freisetzung ware. In Abbildung 4.1 wird gezeigt,
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dass die Abundanz von ADAM17 in den Zelllysaten Cisplatin-behandelter Zellen (0—10 uM) positiv mit
steigender Cisplatin-Konzentration korreliert. Hierbei konnten bei etwa 120 kDa und 75 kDa liegende
Banden detektiert werden, die in Einklang mit den zuvor genannten Publikationen als Proform und
mature Form von ADAM17 beschrieben werden konnen [47, 55, 71, 73, 123]. Die Abundanz der
maturen Form der Metalloprotease lag, unabhangig von der Cisplatin-Konzentration, deutlich Gber der
der Proform. Dies kénnte darauf zurickgefiihrt werden, dass ADAM17 unter Cisplatin-Stimulation
starker exprimiert und die Proform unmittelbar nach ihrer Synthese in die mature Form tiberfiihrt wird.
Durch ein vermehrtes Vorliegen der maturen Form von ADAM17 kdnnten auch mehr Substrate durch
Ectodomain-Shedding freigesetzt werden, die die Proliferation und Differenzierung von Zellen anre-
gen, Inflammations- sowie Regenerationsprozesse induzieren und dadurch die Gewebshomdostase
fordern kénnten (Kap. 1.2.4). Auf diesem Weg kdonnte ADAM17 ihr potenziell tumorférderndes
Potenzial entfalten und zusatzlich eine Chemotherapie-Resistenzentwicklung begiinstigen (Kap. 1.2.5).
Diese Hypothese wird auch durch die Untersuchungen von Hedemann et al. (2021) gestitzt, die
nachweisen konnten, dass mit dem ADAM17-Inhibitor GW280264X behandelte Ovarialkarzinomzellen

fur eine Cisplatin-Behandlung sensitiviert wurden [198].

Auch in den aus den Uberstinden von PMA- bzw. Cisplatin-angereicherten EV konnten die beiden
Formen von ADAM17 nachgewiesen werden (Abb. 4.16, 4.17). Es zeigte sich, dass die Proform von
ADAM17 vornehmlich in EV, die aus den Uberstinden mit hohen Konzentrationen Cisplatin-
behandelter Zellen (7,5 uM, 10 uM) angereichert wurden, nachweisbar war und nicht in den
Kontrollen (NaCl, Medium, PMA, EtOH) detektiert werden konnte. Diese Beobachtung deckt sich mit
den Untersuchungen von Groth et al. (2016), die die Proform von ADAM17 in PMA-induzierten EV von
Lungenkarzinomzellen nicht nachweisen konnten [123]. Der Nachweis der Proform in den EV, die unter
hohen Cisplatin-Konzentrationen (7,5 uM, 10 uM) freigesetzt wurden, steht in Einklang mit den
Western-Blot-Analysen der Cisplatin-behandelten Donorzellen (Abb. 4.1), in denen ebenfalls die
hochste Abundanz der Proform nach Stimulation mit hohen Cisplatin-Konzentrationen (7,5 uM,
10 uM) nachweisbar war. Es ist jedoch anzumerken, dass die im Western Blot analysierten EV-Proben
nicht hinsichtlich der Proteinmenge standardisiert werden konnten (Kap. 3.4.1.3). Aus diesem Grund
wurden, wie in Kapitel 3.3.1 beschrieben, gleiche Mengen des Endpellets mittels Western Blot
untersucht. Die Ergebnisse legen nahe, dass die zelluldre Synthese und die Freisetzung der Proform
von ADAM17 positiv mit den verwendeten Cisplatin-Konzentrationen korreliert. Da die Abundanz der
Proform von ADAM17 zusatzlich mit der Anzahl der freigesetzten EV in Wechselwirkung steht
(Abb. 4.15 D), erscheint es wahrscheinlich, dass sie zumindest teilweise in EV enthalten ist. Auf diesem
Weg konnte sie als eine Reserve fiir die Bildung der maturen Form von ADAM17 in Akzeptorzellen

fungieren. Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, dass die Proform von ADAM17 mehrheitlich ohne
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EV-Assoziation vorliegt, beispielsweise an die mittels TEM detektierten Proteine gebunden, die keine

Adhédrenz mit den EV zeigten (Abb. 4.11, 4.14, 9.5, 9.6).

Mit Blick auf die Abundanz der maturen Form von ADAM17 in den verschiedenen EV-Anreicherungen
der Cisplatin-Stimulationsgruppe zeigt sich, dass diese nach einer Stimulation mit 1 uM bis 2,5 uM
Cisplatin am hochsten war und unter hoheren Stimulationskonzentrationen in vermindertem Mal}
nachweisbar war (Abb. 4.17). Hieraus kann geschlossen werden, dass die Abundanz der maturen Form
von ADAM17, anders als in den entsprechenden Zelllysaten, keine positive Korrelation mit der
verwendeten Cisplatin-Konzentration oder der EV-Freisetzung zeigt (Abb. 4.1, Abb. 4.15 D, Abb. 4.17).
In Anlehnung an die Untersuchungen von Groth et al. (2016) konnte somit gefolgert werden, dass die
mature Form von ADAM17 mittels EV aus den Zellen ausgeschleust wird, wobei die in dieser Arbeit
ermittelten Daten dafiir sprechen, dass eine solche Freisetzung bei héheren Cisplatin-Konzentrationen
in vermindertem Mal stattfindet [123]. Unter Beriicksichtigung der Mengen freigesetzter EV
(Abb. 4.15 D) zeigen die ermittelten Daten, dass das Verhaltnis der Anzahl von EV zu der Abundanz der
maturen Form in den Proben am groflten ist, die nach Stimulation mit geringen Cisplatin-
Konzentrationen angereichert wurden. In Anbetracht des Zelliiberlebens unter Einwirkung von
Cisplatin (Abb. 4.15C) kann gefolgert werden, dass unter Cisplatin-Konzentrationen, die das
Zelliberleben nur in geringem Mal’ einschranken, die gréRten Konzentrationen der maturen Form von
ADAM17 detektiert werden konnten. In Bezug auf die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie Igrov-1
sowie andere Ovarialkarzinom-Zelllinien konnte gezeigt werden, dass sie durch langsam steigende
Chemotherapiekonzentrationen zunehmend resistent wurden [199, 200]. Die Ergebnisse kdnnten
dariber hinaus eine Moglichkeit bieten, um lber die Messung von EV-assoziierter ADAM17 indirekt
auf die realen Chemotherapiekonzentrationen im Tumorgewebe zu schlieBen. Durch ein solches
Monitoring kdnnte eine optimale, individuelle Chemotherapiedosis wahrend der Therapie des

Ovarialkarzinoms appliziert werden.

Eine weitere Moglichkeit, die die erhdhte Abundanz der maturen Form von ADAM17 in den nach
Stimulation mit geringen Konzentrationen Cisplatin (1 uM, 2,5 uM) angereicherten EV-Proben erklaren
kénnte, ist, dass ADAM17 in EV-Proben, die aus den Uberstinden von mit hohen Konzentrationen
Cisplatin (5-10 uM) stimulierten Zellen angereichert wurden, vermehrt proteolytisch fragmentiert
wird. Hierflir spricht das Vorliegen eines etwa 18 kDa schweren Fragments, das vom verwendeten
ADAM17-Antikorper erkannt wurde und positiv mit den verwendeten Cisplatin-Konzentrationen und
der Anzahl freigesetzter EV korreliert (Abb. 4.15 D und 4.17). Auf dieses etwa 18 kDa und ein weiteres
etwa 55 kDa ADAM17-Fragment wird im nachsten Abschnitt dieses Kapitels eingegangen. Es ist
anzumerken, dass die in den Endpellets (Abb. 4.3) enthaltenen EV direkt nach ihrer Anreicherung mit
einem Protease-Inhibitor-enthaltenden Puffer lysiert wurden; dies konnte dafiir sprechen, dass

moglicherweise ein proteolytischer Abbau von ADAM17 bereits wahrend des 48-stiindigen Stimula-
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tionszeitraums bzw. wahrend der EV-Anreicherung eintrat [43, 47, 123]. Dabei bleibt jedoch fraglich,
warum die mature Form von ADAM17 in den Uberstinden von mit niedrigen Cisplatin-
Konzentrationen stimulierten Zellen (1 uM, 2,5 uM) in geringerem Mal proteolytisch abgebaut wird
als in den Uberstdnden von mit héheren Cisplatin-Konzentrationen stimulierten Zellen (5 uM-10 pM).
Eine solche verminderte Fragmentierung von maturer ADAM17 kdnnte eine verlangerte Shedding-
Aktivitdt der Metalloprotease bewirken und auf diesem Weg potenziell in gesteigertem Mal§ tumor-

fordernd wirken.

Im Folgenden wird auf die in den Abbildungen 4.16 und 4.17 nachgewiesenen etwa 55 kDa (etwa
60 kDa im Zelllysat) und 18 kDa (etwa 22 kDa im Zelllysat) schweren Proteine eingegangen, die im
Western Blot mithilfe des fiir die zytoplasmatische Domane von ADAM17 spezifischen Antikérpers
(ab39162, siehe Kap. 2.2.5) detektiert wurden. In verschiedenen Publikationen wurden bereits
ADAM17-Fragmente mit vergleichbaren Proteinmassen nachgewiesen (kleines Fragment [43], groRes
Fragment [47, 123]). Aus diesem Grund wurden diese neben der Proform und maturen Form von
ADAM17 detektierten Proteine als ADAM17-Fragmente bezeichnet. Bericksichtigt man, dass der
verwendete Antikorper die zytoplasmatische Domdne von ADAM17 spezifisch bindet und dass die
zytoplasmatische Domane am C-terminalen Ende der Metalloprotease liegt, kann unter Kenntnis der
aus der Primarstruktur abgeleiteten Molekulargewichte der verschiedenen Domanen und Regionen
von ADAM17 (Abb. 5.1) in etwa auf den Ursprung der Fragmente geschlossen werden. Dementspre-
chend koénnte das etwa 55 kDa bzw. 60 kDa schwere Fragment aus der zytoplasmatischen Domane,
der Transmembran-Domane, der CANDIS-Region, der membranproximalen Domane, der Disintegrin-
like Domane und Anteilen der Metalloproteasedomane bestehen. Das etwa 18 kDa bzw. 22 kDa
schwere Fragment konnte aus der zytoplasmatischen Domédne, der Transmembran-Domane und

einem Anteil der CANDIS-Region bzw. der Metalloproteasedoméne bestehen.

Die beiden Fragmente wiesen in den verschiedenen Proben eine unterschiedliche Abundanz auf
(Abb. 4.16 und 4.17). So konnte gezeigt werden, dass die PMA-EV-Proben (Stimulationszeitraum 48 h)
eine hohe Abundanz des 55-kDa-Fragments (ausgepragt in zwei von drei Blots nachweisbar)
aufwiesen. In den Cisplatin-EV-Proben konnte hingegen insbesondere das 18-kDa-Fragment in
ausgepragtem MaR detektiert werden. Auffillig war, dass die Abundanz des 18-kDa-Fragments in den
EV-Proben der Cisplatin-Stimulationsgruppe positiv mit der verwendeten Cisplatin-Konzentration
korrelierte. In verschiedenen Publikationen konnte gezeigt werden, dass ADAM17 proteolytisch
abgebaut wird, wobei es auch Anhaltspunkte dafiir gibt, dass mature ADAM17 sich auch selbst
proteolytisch spalten kann. Es konnte gezeigt werden, dass dieser Prozess durch die Zugabe von
Metalloprotease-Inhibitoren (z. B. BB-94, TAPI-1) zum Lysepuffer vermindert werden kann [43, 47,
123].
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In einer Publikation von Scharfenberg et al. (2020) wurde eine besondere Form der proteolytischen
Spaltung von ADAM17 beschrieben [43]. Sie konnten zeigen, dass die Sheddase ADAM17 selbst durch
ADAMBS vermitteltes Ectodomain-Shedding als funktionell aktives SADAM17 (I6sliche Ektodomane von
ADAM17) freigesetzt werden kann. Interessanterweise konnte in den Lysaten von Zellen mit einem
deutlichen sADAM17-Nachweis in den Uberstinden auch eine vermehrte Abundanz eines kleinen
C-terminalen ADAM17-Fragments (< 25 kDa) nachgewiesen werden. Bei diesem Fragment kdnnte es
sich um ein mit dem in dieser Arbeit detektierten 18 kDa (22 kDa in den Zelllysaten) vergleichbares
Fragment handeln. In der Veréffentlichung von Scharfenberg et al. (2020) wird beschrieben, dass es
sich bei diesem Fragment um den korrespondierenden, nach der Freisetzung von sADAM17 auf der
Zellmembran verbleibenden Teil von ADAM17 handelt. Daraus kdnnte geschlossen werden, dass EV,
welche unter hoheren Konzentrationen Cisplatin entstehen, gréRere Mengen an SADAM17 freisetzen.
Zu dieser Annahme passt auch die Beobachtung, dass die Proform und das 18-kDa-Fragment eine mit
den verwendeten Cisplatin-Konzentrationen korrelierende Abundanz zeigten und dass die mature
Form von ADAM17 in den EV-Proben, die unter hoheren Cisplatin-Konzentrationen entstanden, nurin
geringem MalR nachweisbar war (Abb. 4.17). Es ist anzumerken, dass der in dieser Arbeit verwendete
ADAM17-Antikorper spezifisch den zytoplasmatischen Teil der Metalloprotease bindet und aus diesem
Grund nicht fir den Nachweis von sSADAM17 geeignet ist. Eine Freisetzung von SADAM17 durch EV
konnte im Tumorgewebe bzw. auch in der Etablierung metastatischer Nischen tber die Prozessierung

von Substraten wie z. B. AREG tumorfordernd wirken.

5.5 Durch Cisplatin-Stimulation freigesetzte extrazelluldre Vesikel werden

von Ovarialkarzinomzellen aufgenommen

Extrazelluldre Vesikel kénnen nach ihrer Freisetzung auf verschiedene Art und Weise ihr funktionelles
Potenzial entfalten [103, 136, 156]. Insbesondere die Interaktionen zwischen EV und Zellen wurden in
den letzten Jahrzehnten untersucht. Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, kdnnen EV auf unterschiedliche
Weise Einfluss auf Zellen nehmen. So kdnnen sie bereits mit auf ihrer Oberflache getragenen
Molekiilen Rezeptoren der Zelloberflache binden und aktivieren, auch ohne von diesen aufgenommen
zu werden [103-106, 121]. Eine weitere Maoglichkeit, wie EV die interzellulare Kommunikation und
Funktionalitat von Zellen beeinflussen kénnen, ist durch deren Aufnahme in Akzeptorzellen gegeben.
Mathieu et al. (2019) beschreiben drei Phasen dieser Aufnahme, die in Abbildung 5.2 dargestellt sind
[106].
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a)

Abbildung 5.2: Aufnahme von EV in Akzeptorzellen nach Mathieu et al. (2019).

0) Freigesetzte EV; 1) die spezifische/unspezifische Interaktion von EV mit der Zelloberflache; 2) Einschleusen
von Vesikeln durch die Zellmembran, ggf. in Endosomen; 3) Freisetzung des EV-Inhalts in die Akzeptorzelle:
3a) direkte Fusion von EV-Membran und Zellmembran (durch direkte Membranfusion wird der Schritt 2
Ubersprungen); 3b) Freisetzung des EV-Inhalts aus den zuvor entstandenen Endosomen. Abbildung
abgewandelt nach Mathieu et al. (2019) [106].

Entsprechend diesem Modell kommt es zu einer Interaktion zwischen EV- und Zelloberflache.
AnschlieBend fusionieren die EV direkt mit der Zellmembran und setzen ihren Inhalt in das Zytoplasma
der Akzeptorzelle frei oder werden als intakte Vesikel endozytiert. Es gibt Hinweise, dass eine solche
Aufnahme durch Mikro- und Makropinozytose oder auch Clathrin-abhéngige und -unabhangige Endo-
zytose vermittelt werden kann [106, 107, 201]. Die EV kénnen daraufhin von Endosomen umschlossen
im Zytoplasma vorliegen. Nachfolgend kann der EV-Inhalt in das Zytoplasma freigesetzt werden [106,

202, 203].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Aufnahme von unter PMA- (2 nM) bzw. Cisplatin-Stimulation
(7,5 uM) freigesetzten EV durch die Ovarialkarzinomzelllinie Igrov-1 qualitativ und quantitativ unter-
sucht. Bei der qualitativen Untersuchung der EV-Aufnahme konnte mittels Lionheart™ FX Mikroskopie
nachgewiesen werden, dass sich fluoreszenzmarkierte Cisplatin-EV an Igrov-1-Zellen anhefteten
(Abb. 4.20). Im Verlauf der Untersuchung wurde zudem eine Ubertragung vom Fluoreszenzfarbstoff
auf die Tochterzellen von sich teilenden Zellen nachgewiesen, welche mit einer theoretischen Auf-
nahme von EV in die Ovarialkarzinomzellen vereinbar ware. Die gewahlte zwanzigfache VergrofRerung
war jedoch nicht ausreichend, um die Aufnahmedynamik der EV in die Zellen eindeutig zu dokumen-

tieren. Darliber hinaus war auffallig, dass viele fluoreszierende Partikel in den Zellkulturiberstanden



5 Diskussion 93

detektiert werden konnten, die weit Gber den GréRen der zuvor mittels NTA quantifizierten EV lagen
(Abb. 9.7). Diese Beobachtung konnte ein Hinweis auf eine Aggregation der untersuchten Cisplatin-EV

sein.

Mittels Imaging-Durchflusszytometrie konnten nach Inkubation von Igrov-1-Zellen mit fluoreszenz-
markierten PMA- bzw. Cisplatin-EV fluoreszierende Kompartimente in den Akzeptorzellen
nachgewiesen werden. Diese Beobachtung spricht mit hoher Wahrscheinlichkeit dafiir, dass die
fluoreszenzmarkierten EV in die Ovarialkarzinomzellen aufgenommen wurden und entsprechend dem
Modell von Mathieu et al. (2019) in Endosomen vorlagen [106]. Auf Basis dieser Ergebnisse kann aber
nicht auf die intrazellulare Dynamik dieser Kompartimente geschlossen werden. So besteht die
Moglichkeit, dass die EV zwar in die Zellen aufgenommen wurden, nicht aber ihren Inhalt aus den
Endosomen freisetzten. Es ware auch maoglich, dass es sich bei den intrazelluldaren Kompartimenten
bereits um Lysosomen handelt, die die EV samt ihrem Inhalt abbauen [106, 202]. Nach Unter-
suchungen von Luga et al. (2012) besteht auch die Mdoglichkeit, dass aufgenommene EV , recycelt” und
wieder aus den Zellen freigesetzt werden [106, 204]. Gegen diese Theorie spricht jedoch, dass nach
einer 14-stiindigen Inkubation mit den genannten EV deutlich mehr Zellen fluoreszierende

Kompartimente aufwiesen als nach einer 4-stiindigen Inkubation.

Neben der qualitativen Aufnahme der PMA- und Cisplatin-EV in die Akzeptorzellen wurde auch eine
guantitative Analyse durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass nach einer 14-stiindigen Inkubationszeit
signifikant mehr Zellen Cisplatin-EV aufnahmen als PMA-EV. Eine dhnliche Tendenz zeigte sich bereits
nach einer 4-stiindigen Inkubation der Zellen mit den entsprechenden EV (Abb. 4.22). Diese
Beobachtung spricht dafiir, dass Cisplatin-EV im Vergleich zu PMA-EV in gesteigertem Mal in
Ovarialkarzinomzellen aufgenommen oder zumindest in vermindertem Mal§ nach deren Aufnahme
wieder von diesen freigesetzt wird. In beiden Fallen konnten diese Ergebnisse dafiirsprechen, dass
Cisplatin-EV durch ihre erhohte Aufnahme bzw. ihr vermehrtes intrazelluldres Auftreten auch in
gesteigertem Mal die funktionellen Eigenschaften der Akzeptorzellen beeinflussen. Darliber hinaus ist
von Interesse, durch welche Eigenschaften diese erhéhte Cisplatin-EV-Aufnahme in die
Ovarialkarzinomzellen vermittelt wurde. Es wurden bereits verschiedene Zell-Oberflaichenmolekiile
beschrieben, die mit einer vermehrten EV-Aufnahme assoziiert sind [30, 202, 205, 206]. In einer
Publikation von Bonsergent et al. (2021) wird jedoch resimiert, dass keiner dieser Faktoren die
Aufnahme von EV in Zellen ausreichend erklart [202]. Ein Lipid, welches in Bezug auf Cisplatin-EV von
besonderem Interesse sein konnte, ist Phosphatidylserin (PS). Es ist bekannt, dass PS von
apoptotischen Zellen (Cisplatin induziert die Apoptose [23, 24]) als ein , Eat-me-signal” vermehrt auf
der duBeren Membran prasentiert wird und PS die Phagozytose von apoptotischen Korperchen
beglinstigt [53, 207]. Darliber hinaus wurde bereits von Skotland et al. (2017) gezeigt, dass EV

verschiedener Zellen PS anreichern (Kap. 1.3.5) [131]. Ein Nachweis von PS ware auch von Interesse,
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da gezeigt werden konnte, dass PS-positive EV auf verschiedene Weise tumorfordernd wirken kénnen

und PS auch Einfluss auf die Aktivitat der Metalloprotease ADAM17 nehmen kann [45, 51, 150, 208].

Um den Mechanismus der EV-Aufnahme zu untersuchen, wurden die Zellen vor der EV-Behandlung
mit Latrunculin A, einem die Polymerisation von Aktin hemmenden Makrolid-Toxin, behandelt. Hierbei
zeigte sich, dass Latrunculin A die Aufnahme von EV beider Stimulationsgruppen stark einschrankte
(Abb. 4.22). Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit verschiedenen Publikationen, die ebenfalls eine
Verminderung der EV-Aufnahme in Akzeptorzellen bei Hemmung des Zytoskelett-Umbaus zeigten
[107, 209-211]. Daher kann darauf geschlossen werden, dass die Aufnahme der EV in die Ovarial-
karzinomzellen zumindest zu Teilen durch Aktin-abhidngige Endozytose vermittelt wird. In den so
entstandenen Endosomen kénnte ADAM17 Substrate shedden, die wiederum die Tumorprogression
fordern kdnnten. Eine solche endosomale Aktivitat von ADAM17 konnte beispielsweise von Ostalecki
et al. (2016) nach einer Stimulation von 293T-Zellen mit PMA nachgewiesen werden [212]. Neben der
Aufnahme von EV in Endosomen besteht die Moglichkeit, dass EV-Membran und Zellmembran fusio-
nieren und der EV-Inhalt in die Akzeptorzelle eingebracht wird. Transmembranproteine wie ADAM17
konnten auf diesem Weg in der ,richtigen” Orientierung in die Membran der Akzeptorzellen lber-

tragen werden und dort tumorférdernde Substrate durch Ectodomain-Shedding freisetzen.

5.6 Extrazellulare Vesikel aus Patientinnen-Aszites enthalten ADAM17

Aszites ist ein hdufiges Symptom des Ovarialkarzinoms und kann etwa bei einem Drittel der
Patientinnen nachgewiesen werden [183—-185]. Das Auftreten von Aszites ist dabei mit friiheren
Rezidiven und einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert [184, 213]. Es gibt starke Hinweise
dafiir, dass Aszites auf vielfaltige Weise die Tumorprogression fordern kann [184, 185]. Beispielsweise
konnten Bains et al. (2018) zeigen, dass Zell-depletierte Aszites ein ausgepragtes immunsupressives
Potenzial besitzt, welches nicht ausreichend durch das Vorhandensein verschiedener untersuchter
Zytokine erklarbar ist. Es besteht daher die Mdglichkeit, dass extrazellulare Vesikel neben weiteren
Zytokinen und Zellen zum tumorférdernden Potenzial von Aszites beitragen und dartber hinaus die

Entstehung von Chemotherapieresistenzen begiinstigen [77, 184, 185].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem initialen Experiment untersucht, ob und wenn ja, in welchem
Mall EV unter Verwendung des durch Théry et al. (2006) publizierten und entsprechend den
Ergebnissen von Ashiru et al. (2010) und Chitadze et al. (2013) angepassten Protokolls (Kap. 3.3.1) aus
einer Aszitesprobe angereichert werden kénnen. Hierbei zeigte sich, dass aus 1 ml Patientinnen-
Aszites etwa 4,8 x 108 Partikel nach Anreicherung detektiert werden konnten. Vergleichbare
Partikelmengen konnten aus jeweils 10 ml Uberstand von mit PMA (2 nM) bzw. Cisplatin (7,5 uM)

behandelten Zellen angereichert werden (Abb. 4.6 B und D). Daraus kann abgeleitet werden, dass die
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Aszitesprobe eine deutlich héhere Partikelkonzentration aufwies als die zuvor untersuchten Zellkultur-

Uberstande.

Diese Beobachtung steht im Einklang mit Untersuchungen von Mitra et al. (2021), die vergleichbare
EV-Konzentrationen in malignem Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen detektierten [214].
Dahingegen konnten Yamamoto et al. (2018) deutlich mehr EV aus Aszitesproben anreichern (bis zu
3,2 x 10'? x mlI™Y)[215]. Es ist anzumerken, dass die EV in den Untersuchungen von Mitra et al. (2021)
mittels Exoquick (System Biosciences) angereichert und mittels gNano gemessen wurden, wohingegen
in den Untersuchungen von Yamamoto et al. (2018) differentielle Zentrifugation und Ultrazentri-
fugation angewendet wurden und die Konzentrations- und GréBenmessung mit NTA erfolgte [214,
215]. Es kann davon ausgegangen werden, dass verschiedene Aszitesproben unterschiedliche EV-
Konzentrationen aufweisen und dass die verwendeten Anreicherungs- sowie Messmethoden einen
deutlichen Einfluss auf die ermittelten EV-Konzentrationen nehmen. Aus diesem Grund wére es von
Interesse, verschiedene Anreicherungs- und Messmethoden zu vergleichen und die Variation von EV-
Konzentrationen in malignem Aszites zu untersuchen, um auf dieser Basis optimale Bedingungen fiir

zuklnftige Forschungsvorhaben zu schaffen [109].

Die aus der Aszitesprobe angereicherten Partikel wurden hinsichtlich der durchschnittlichen GroRen-
und GroéRenverteilung analysiert. Hierbei zeigte sich, dass die angereicherten Partikel eine weitgehend
monodisperse Verteilung bei einer durchschnittlichen GroRe von etwa 212 nm aufwiesen. Damit
zeigten sie eine vergleichbare Dispersitdt wie die EV der PMA- bzw. Cisplatin-Stimulationsgruppen
(Abb. 4.4, 4.5). lhre durchschnittliche GroRRe (212 nm) Ubertraf jedoch deutlich die durchschnittlichen
EV-GroRen der PMA- bzw. Cisplatin-Stimulationsgruppe (169 nm bzw. 186 nm) (Abb. 4.7, 4.8). Auch im
Vergleich mit den durchschnittlichen GroRen von Aszites-EV, die in verschiedenen Publikationen
beschrieben wurden, sind die in dieser Arbeit angereicherten Partikel verhaltnismaRig groR [214-216].
In Untersuchungen von Yamamoto et al. (2018) wurden deutlich kleinere Partikel aus Aszites von
Ovarialkarzinom-Patientinnen angereichert (durchschnittlich 113 + 11,5 nm), obwohl der Aszites mit
vergleichbaren Zentrifugations- und Ultrazentrifugationszyklen prozessiert und die EV ebenfalls mittels
NTA untersucht wurden [215]. Auch Mitra et al. (2021) konnten mehrheitlich kleinere EV in einem
GroRenbereich von 40 bis 140 nm nachweisen. Diese GréRenunterschiede kdnnten moglicherweise
auf eine natirliche Schwankungsbreite innerhalb unterschiedlicher Aszitesproben zuriickgefiihrt
werden. Dazu muss angemerkt werden, dass sowohl Yamamoto et al. (2018) als auch Mitra et al.
(2021) lediglich Aszites von einem kleinen Patientinnenkollektiv analysierten (Yamamoto et al. (2018)
n=3, Mitra et al. (2021) n=5) [214, 215]. Aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse besteht
aber auch die Moglichkeit, dass die im Endpellet angereicherten Partikel (Abb. 4.3) wahrend der

Ultrazentrifugation aggregierten und gréRere Komplexe bildeten [113, 182]. Eine solche Komplex-
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bildung kdnnte, wie in der Publikation von Linares et al. (2015) beschrieben, elektronenmikroskopisch

nachgewiesen werden [113].

In Western-Blot-Analysen der aus Aszites angereicherten Partikel konnten im Vergleich zu unprozes-
sierten Aszitesproben zwei positive EV-Marker (HSP70 und CD63) detektiert werden (Abb. 4.19). Der
Nachweis von zwei positiven EV-Markern ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass sich mit groRer
Wahrscheinlichkeit mittels des verwendeten Protokolls EV anreichern lassen. Eine eindeutige
Charakterisierung von EV entsprechend den ISEV-Kriterien setzt jedoch den Nachweis von drei
positiven und einem negativen EV-Marker voraus. Da die Aszitesuntersuchung nicht Schwerpunkt
dieser Arbeit war, kénnte in Folgeexperimenten die Einhaltung dieser Mindeststandards Gberpruft
werden. Ein negativer EV-Marker, der bei der Arbeit mit Aszites-EV von besonderer Bedeutung sein
konnte, betrifft die Gruppe der Apolipoproteine. Diese besitzen eine hohe Abundanz im Blut und

konnten die aus Aszites angereicherten EV-Proben verunreinigen [82].

Im Rahmen der weiteren Charakterisierung der angereicherten Aszitespartikel wurde die Abundanz
der Metalloprotease ADAM17 mit deren Vorkommen in der unprozessierten Aszitesprobe verglichen.
Die im Kapitel 4.4 beschriebenen und in Abbildung 4.19 dargestellten Ergebnisse stehen im Einklang
mit der Annahme, dass EV aus malignem Aszites mature ADAM17 tragen. Sie konnten auf diesem Weg
an der Prozessierung von tumorférdernd wirkenden Substraten wie z. B. sIL-6R-a und AREG beteiligt

sein und zur Tumorprogression sowie zur Chemotherapie-Resistenzbildung beitragen (Kap. 1.2.5).

Neben der hohen Abundanz der maturen Form von ADAM17 in den angereicherten Aszitespartikeln
fiel auf, dass das 60/55-kDa-Fragment eine deutlich geringere Abundanz zeigte als in dem unprozes-
sierten Aszites (Abb. 4.19). Dies konnte daflirsprechen, dass EV-assoziierte ADAM17 in geringerem
MaR zu diesem Fragment abgebaut wird. Interessanterweise zeigte das 22/18-kDa-Fragment eine
vergleichbare Abundanz in den Lysaten des unprozessierten Aszites und den korrespondierenden
angereicherten Partikeln. Dies kdnnte, wie unter 5.3 beschrieben, darauf hinweisen, dass ADAM17
bereits vor der Aszitesabnahme, der Lagerung oder auch Prozessierung und Lyse fragmentiert wird. Es
konnte aber auch, wie von Scharfenberg et al. (2020) publiziert, auf eine durch ADAMS8 vermittelte
Freisetzung von sADAM17 hinweisen [43]. In Folgeexperimenten sollte daher untersucht werden, ob

sADAM17 in unprozessiertem Aszites nachgewiesen werden kann.

Die im Rahmen dieses initialen Experiments erhobenen Ergebnisse zeigen, dass ADAM17 mit groRer
Wahrscheinlichkeit EV-assoziiert in malignem Aszites vorliegt. Dariliber hinaus bieten die Ergebnisse
Hinweise darauf, dass SADAM17 von EV freigesetzt werden kdnnte (Abb. 4.16, 4.17 und 4.19 sowie
Kap. 5.3 und 5.5).
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5.7 Ausblick

Aus den Ergebnissen und deren Diskussion ergeben sich weitere Fragestellungen, die in (iber diese
Arbeit hinausgehenden Folgeexperimenten untersucht werden sollten. Hierdurch soll das metho-
dische Vorgehen weiter optimiert werden, um die Beteiligung von EV und ADAM17 an der Entstehung

von Chemotherapieresistenzen im Ovarialkarzinom noch detaillierter evaluieren zu kénnen.

Bei der Untersuchung des EV-Verlustes unter Verwendung des von Théry et al. (2006) publizierten und
entsprechend den Ergebnissen von Ashiru et al. (2010) und Chitadze et al. (2013) angepassten
Protokolls (Kap. 3.3.1) konnte nachgewiesen werden, dass sich nach den Ultrazentrifugationsschritten
noch groBe Mengen kleiner Partikel in den Uberstinden befanden (Abb. 4.6-4.8). Es wird empfohlen,
in einer weiteren Protokolloptimierung den gezeigten Partikelverlust durch eine langere
Zentrifugationsdauer zu minimieren und dadurch insbesondere die Anreicherung von kleinen EV

(<200 nm) zu maximieren.

Die Lipidomics-Untersuchung von nach Stimulation mit verschiedenen Konzentrationen Cisplatin (0—
7,5 uUM) freigesetzten EV ergab, dass sich deren Lipidprofile von denen unbehandelter Igrov-1-Zellen
unterscheiden. Es konnte auch gezeigt werden, dass verschiedene Cisplatin-Konzentrationen einen
Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der EV nehmen (Abb. 4.12). Da in dieser Arbeit ein Schwer-
punkt auf den Einfluss von Cisplatin auf die EV-Freisetzung gelegt wurde, sollte in Folgeexperimenten
auch die Lipidkomposition von PMA-EV untersucht werden. Zusatzlich sollten die EV beider
Stimulationsgruppen massenspektrometrisch gemal den von Skotland et al. (2017) publizierten Meta-
analysedaten auf den Gehalt an Glykosphingomyelinen, Phosphatidylinositolen und Phosphatidylserin
untersucht werden [131]. Erkenntnisse aus diesen Folgeexperimenten kénnten dazu beitragen, die von
der ISEV vorgeschlagenen Mindeststandards zur Charakterisierung von EV zu erweitern, ggf. den Anteil
von apoptotischen Kérperchen in EV-Proben zu evaluieren und diese von anderen unter Apoptose

freigesetzten EV zu unterscheiden [82].

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war, dass fluoreszenzmarkierte PMA- bzw. Cisplatin-EV von Igrov-1-
Zellen aufgenommen werden (Abb. 4.18-4.20). In der Live-Cell-Mikroskopie wurden zum Teil sehr
groRe fluoreszierende Partikel in den Uberstidnden detektiert, bei denen es sich um EV-Aggregate oder
um Farbstoffreste handeln kdnnte. In Folgeexperimenten kdnnten die EV nach Fluoreszenzmarkierung
und Anreicherung (Kap. 3.5.1) erneut mittels NTA analysiert werden, um durch die GroRenbestimmung
Hinweise auf eine mogliche Aggregation zu erhalten. Eine Differenzierung, ob es sich bei den
detektierten Prazipitaten um EV-Aggregate oder um Farbstoffreste handelt, konnte

elektronenmikroskopisch erfolgen.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte ADAM17 (Proform, mature Form, Fragmente) in von Igrov-1-Zellen
nach Stimulation mit PMA (2 nM) bzw. Cisplatin (0-10 uM) freigesetzten EV sowie in aus Aszites
angereicherten Partikeln detektiert werden. Es war jedoch nicht Gegenstand dieser Arbeit, die
funktionelle Aktivitat der nachgewiesenen ADAM17 zu untersuchen. Daher sollte in sich an diese
Arbeit anschlieRenden Folgeexperimenten geklart werden, ob insbesondere EV-assoziierte ADAM17
funktionell aktiv ist. Eine Moglichkeit, die Shedding-Aktivitdt von EV-assoziierter ADAM17 zu
untersuchen, ware, wie von Stoeck et al. (2006) beschrieben, den Umsatz eines ADAM17-Substrates

wie TNF-a photometrisch zu messen [118].

Neben der Proform und der maturen Form von ADAM17 konnten auch zwei ADAM17-Fragmente von
22/18 kDa bzw. 60/55 kDa identifiziert werden. Da der Nachweis dieser Fragmente unter Verwendung
eines Antikorpers, der die zytoplasmatische Domane von ADAM17 spezifisch bindet, erbracht wurde,
kann daraus gefolgert werden, dass die Fragmente einem Teil des C-terminalen Anteils von ADAM17
entstammen. In Folgeexperimenten sollten diese Fragmente spezifisch aufgereinigt und anschlieRend
massenspektrometrisch untersucht werden [217]. Eine solche Analyse der Fragmente kodnnte
beispielsweise Auskunft dariiber geben, wie ADAM17 proteolytisch gespalten wird und ob das 22/18-
kDa-Fragment den membranstandigen C-terminalen Rest von ADAM17 nach ADAMS8-vermittelter
Freisetzung von sADAM17 darstellt. In Anlehnung an die Publikationen von Schléondorff et al. (2000),
Groth et al. (2016) und Scharfenberg et al. (2020) kénnte dariber hinaus diese proteolytische Spaltung
von ADAM17 in Fragmente durch die Verwendung von verschiedenen Metalloprotease-Inhibitoren
naher charakterisiert werden [43, 47, 123]. Auch der direkte Nachweis von sADAM17 aus den
Zellkulturiberstanden konnte Aufschluss Uber die Herkunft des 22/18-kDa-Fragments geben. Ein
Nachweis von sSADAM17 ware zusatzlich von Interesse, da sie parakrin und membranunabhangig Gber

die Prozessierung von Substraten potenziell tumorférdernd wirken kénnte.

Zusammenfassend wurde auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen Ergebnisse eine Hypothese
abgeleitet, wie EV-assoziierte ADAM17 ihre potenziell tumorfordernden Eigenschaften entfalten

konnte. Diese hypothetischen Mechanismen werden in Abbildung 5.3 dargestellt.
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Abbildung 5.3: Hypothetisches Modell, auf welchen Wegen Cisplatin-EV-assoziierte ADAM17 tumorférdernd

wirken konnte.

1) Cisplatin-Behandlung von Tumorzellen. 2) Vermehrte Bildung von ADAM17 in den Tumorzellen. 3a) Frei-
setzung von EV-assoziierter ADAM17 durch lebende (chemoresistente) Tumorzellen. 3b) Freisetzung von EV
durch apoptotische Tumorzellen. 4a) EV-assoziierte ADAM17 kdonnte auf der Membran von EV und Zellen
vorhandene Substrate shedden. 4b) EV-assoziierte ADAM17 kénnte durch ADAM8-Shedding als sSADAM17
freigesetzt werden und Substrate shedden. 4c) EV-assoziierte ADAM17 konnte durch Membranfusion von EV
und Zelle auf der Membran von Akzeptorzellen Substrate shedden. 4d) EV-assoziierte ADAM17 kdnnte nach
deren Aufnahme in Akzeptorzellen in die Zellmembran integriert werden und dort Substrate shedden.
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Es konnte gezeigt werden, dass Cisplatin die Neusynthese von maturer ADAM17 in Igrov-1-Zellen
konzentrationsabhangig stimuliert (Abb. 5.3, 1 und 2). Es ist wahrscheinlich, dass diese gesteigerte
Expression von maturer ADAM17 mit einem erhdhten Umsatz an ADAM17-Substraten einhergeht. Es
gibt zwei Moglichkeiten, wie die Cisplatin-behandelten Zellen reagieren kénnten: Entweder gehen sie
in Apoptose (Abb. 5.3, 3b) oder zeigen eine ausreichende Resistenz gegen das Chemotherapeutikum
und bleiben am Leben (Abb. 5.3, 3a). In beiden Fallen kommt es jedoch zu einer Freisetzung von EV,
die wahrscheinlich bei Stimulation mit héheren Cisplatin-Konzentrationen einen groReren Anteil an
apoptotischen Kérperchen oder anderen Apoptose-induzierten EV enthalten. Unabhangig von der Art
ihrer Entstehung kann gemaR den Ergebnissen dieser Arbeit davon ausgegangen werden, dass die
freigesetzten EV ADAM17 aufweisen. Nach ihrer Freisetzung kdonnte EV-assoziierte ADAM17 auf
verschiedene Weise Giber den Umsatz von Substraten tumorférdernd wirken. Es besteht die Moglich-
keit, dass ADAM17 ihre Substrate direkt von der EV- bzw. der Zellmembranen sheddet (Abb. 5.3, 4a).
ADAM17 konnte auch durch ADAMS8-vermitteltes Shedding von der EV-Oberflache freigesetzt werden
und anschlieRend als aktives, l6sliches SADAM17 vorliegen (Abb. 5.3, 4b). Es kdnnte auch sein, dass
durch eine Fusion von Zellen und EV ADAM17 in die Membran von Akzeptorzellen eingebracht wird
und dort Substrate sheddet (Abb. 5.3, 4c). Auch nach einer endozytotischen Aufnahme von EV kénnte
EV-assoziierte ADAM17 in die Zellmembran tbertragen werden (Abb. 5.3, 4d).

Unabhingig von der Art der Ubertragung von ADAM17 bzw. der Freisetzung von sSADAM17 kénnte sich
der Einflussradius der Metalloprotease durch EV stark erweitern. Es ist moglich, dass auf diesem Weg
ADAM17 auch auf ADAM17-defiziente Nachbarzellen Ubertragen wird und dort tumorférdernde
Substrate wie AREG sheddet. Dieser Mechanismus ware insbesondere im Tumormikromilieu sowie in
metastatischen Nischen fatal, da dort auf diese Weise hohe Wachstumsfaktor-Konzentrationen
ausgeschittet werden konnten. Dariber hinaus besteht die Moglichkeit, dass mit Wachstumsfaktoren
stimulierte Zellen wiederum vermehrt ADAM17-haltige EV freisetzen und dadurch sowohl das

Tumorwachstum als auch die Entstehung von Chemotherapieresistenzen beglinstigen.

Auf Basis dieser Erkenntnisse konnten Tests entwickelt werden, die die Prognose des Ovarialkarzinoms
verbessern kénnten, indem die Entstehung von Chemotherapieresistenzen friihzeitig detektiert und
unter Umstdanden umgangen werden kdnnte. Ein langfristiges Ziel bleibt, eine solche Testung aus Urin
oder Blut durchfihren zu kbnnen, da Aszites nicht bei allen Ovarialkarzinom-Patientinnen vorhanden

und in der Regel erst bei fortgeschrittener Krankheit nachweisbar ist.
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6 Zusammenfassung

Das Ovarialkarzinom besitzt trotz verbesserter Therapiekonzepte immer noch eine fatale Prognose,
die auf einen spaten Diagnosezeitpunkt und die Entstehung von Chemotherapieresistenzen
zuriickgefiihrt werden kann. Extrazellulare Vesikel und die Metalloprotease ADAM17 kdnnten an der

Chemotherapie-Resistenzentwicklung im Ovarialkarzinom beteiligt sein.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das verwendete Protokoll zur Anreicherung von Partikeln
aus den Uberstinden PMA- bzw. Cisplatin-stimulierter Ovarialkarzinomzellen geeignet ist. Diese
Partikel konnten unter Anwendung der Mindeststandards der ISEV (2018) eindeutig als mehrheitlich
kleine EV charakterisiert werden. Diese Charakterisierung wurde durch eine massenspektrometrische
Lipidprofilanalyse erganzt, die deutliche Unterschiede zwischen Zellen und EV in der Lipidzusammen-
setzung aufzeigte und auch innerhalb der durch verschiedene Cisplatin-Konzentrationen induzierten

EV variierte.

Der Zusammenhang von Zelltod, EV-Freisetzung und ADAM17-Abundanz wurde unter Cisplatin- bzw.
PMA-Stimulation untersucht. Es zeigte sich, dass Cisplatin in Abhdngigkeit vom Zelltod und PMA
unabhangig vom Zelltod eine EV-Freisetzung induziert. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass
eine Cisplatin-Behandlung von Igrov-1-Zellen konzentrationsabhangig die Neusynthese maturer
ADAM17 stimuliert. Die dabei freigesetzten Cisplatin-EV zeigten die héchste Abundanz an maturer
ADAM17 nach Stimulation mit geringen Cisplatin-Konzentrationen (1 uM, 2,5 uM). Es konnten zwei
ADAM17-Fragmente in den Zell- und EV-Lysaten detektiert werden. Von diesen korrelierte die

Abundanz eines 18 kDa schweren Fragments positiv mit den verwendeten Cisplatin-Konzentrationen.

Die Aufnahme von PMA- bzw. Cisplatin-EV in Igrov-1-Zellen wurde qualitativ und quantitativ
nachgewiesen. Dieser Aufnahmeprozess ist zeitabhadngig und wird zumindest teilweise durch Aktin-
abhangige Endozytose vermittelt. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass Cisplatin-EV im

Vergleich mit PMA-EV deutlich effizienter durch die Akzeptorzellen aufgenommen wurden.

In einem initialen Experiment konnte nachgewiesen werden, dass die in Zellkulturexperimenten
erhobenen Daten auch auf Patientinnen-Aszites Ubertragbar sind. Hierbei zeigte sich, dass aus
malignem Aszites einer Ovarialkarzinom-Patientin mit groRer Wahrscheinlichkeit ADAM17-tragende

EV angereichert werden konnten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben die Grundlage dafiir geschaffen, die Bedeutung von EV-assoziierter
ADAM17 bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen im Ovarialkarzinom weiter aufzuklaren.
Durch ein besseres Verstandnis der Entstehung von Chemotherapieresistenzen kénnten diagnostische
Tests entwickelt werden, um deren Entstehung friihzeitig zu erkennen bzw. gezielte Therapien zu

schaffen, um dadurch die Prognose des Ovarialkarzinoms zu verbessern.
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7 Abstract

Despite improved therapy concepts, ovarian cancer still has a fatal prognosis, which can be attributed
to late diagnosis and the development of chemotherapy resistance. Extracellular vesicles (EV) and the
metalloprotease ADAM17 may be involved in the development of chemotherapy resistance in ovarian

cancer.

It was shown that the protocol used in this thesis, was suitable for enriching particles from the
supernatants of PMA- or cisplatin-stimulated ovarian cancer cells. These particles could mostly be
characterized as small EV using the minimum standards of ISEV (2018). This characterization was
complemented by lipid mass spectrometry, which revealed clear differences in lipid composition
between cells and EV and also varied within EV, which were induced by different cisplatin

concentrations.

The relationship of cell death, EV release and ADAM17 abundance was analysed under cisplatin or
PMA stimulation. Cisplatin was shown to induce EV release in response to cell death and PMA was
shown to induce EV release independently of cell death. Furthermore, cisplatin treatment of Igrov-1
cells was shown to stimulate the synthesis of mature ADAM17 in a concentration-dependent manner.
The released cisplatin-EV showed the highest abundance of mature ADAM17 after stimulation with
low cisplatin concentrations (1 uM; 2.5 uM). Two ADAM17 fragments were detected in the cell lysates
as well as in EV lysates. Of these, the abundance of an 18 kDa fragment correlated positively with the

cisplatin concentrations used.

The uptake of PMA or cisplatin EV into Igrov-1 cells was detected qualitatively and quantitatively. This
uptake process is time-dependent and mediated, at least in part, by actin-dependent endocytosis. In
addition, it was shown that cisplatin EV were taken up significantly more efficiently by the acceptor

cells compared to PMA EV.

In an initial experiment, it was demonstrated that the data collected in cell culture experiments are
also applicable to patient ascites. It was shown that the protocol used is, with a high probability,

suitable for enriching ADAM17-bearing EV from malignant ascites of ovarian cancer patients.

The results of this thesis lay the foundation for further research concerning the importance of EV-
associated ADAM17 in the development of chemotherapy resistance in ovarian cancer. A better
understanding of the mechanism and drivers of chemotherapy resistance could result in new
diagnostic tests that could help to unmask chemotherapy resistance already at an early stage. Based

on these findings, targeted therapies could be developed to improve ovarian cancer prognosis.
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Abbildung 9.1: NTA zur Bestimmung der Gr6Be und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach PMA-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren

Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll (2/3).
Die Uberstinde PMA-stimulierter (2 nM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb. 4.3). Die Uberstande S1pma bis S5ema und die Pellets P2pma, P3pma, P5pma wurden mittels NTA
untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment; jeder Graph reprasentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Experimentdurchfihrung zwei von drei.
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Abbildung 9.2: NTA zur Bestimmung der GréBe und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach PMA-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren

Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll (3/3).
Die Uberstinde PMA-stimulierter (2 nM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb. 4.3). Die Uberstande S1pma bis S5ema und die Pellets P2pma, P3pma, P5pma wurden mittels NTA
untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment; jeder Graph reprasentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Experimentdurchfiihrung drei von drei.
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Abbildung 9.3: NTA zur Bestimmung der GroRe und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach Cisplatin-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren

Prozessierung gemiR Anreicherungsprotokoll (2/3).
Die Uberstande Cisplatin-stimulierter (7,5 uM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb.4.3). Die Uberstidnde Sicis bis S5cis und die Pellets P2cis, P3cis, P5cis. wurden mittels NTA
untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment, jeder Graph reprasentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Experimentdurchfiihrung zwei von drei.
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Abbildung 9.4: NTA zur Bestimmung der Gr6Be und Konzentration von Partikeln in Uberstinden und Pellets nach Cisplatin-Stimulation von Igrov-1-Zellen und deren

Prozessierung gemaR Anreicherungsprotokoll (3/3).
Die Uberstinde Cisplatin-stimulierter (7,5 uM) Igrov-1-Zellen wurden prozessiert (Abb. 4.3). Die Uberstande Slcisbis S5cis und die Pellets P2cis, P3cis, P5cis wurden mittels NTA

untersucht. Die gezeigten Daten entstammen einem Experiment; jeder Graph reprasentiert mindestens drei unabhangige Messungen. Experimentdurchfiihrung drei von drei.
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9.2 Transmissionselektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen zur

EV-Charakterisierung

A

Abbildung 9.5: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen von Partikeln der Pellets P5pma und P5cis.
Ein Teil der Pellets P5pma (A) und P5cis (B) (Kap. 3.3.3) wurden in PBS aufgenommen und fiir 18 Tage bei -80 °C
kryokonserviert (Kap. 3.3.3, 4.2.3). Die angereicherten Partikel wurden mit einer halbgeséattigten Uranylacetat-

Losung gefarbt (negative staining) und anschlieRend mittels Transmissionselektronenmikroskopie visualisiert.
MaRstab 100 nm.
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9.3 Transmissionselektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen zur

Beurteilung der EV-Lagerungsfahigkeit

A

Abbildung 9.6: Elektronenmikroskopische Ubersichtsaufnahmen von in Trehalose suspendierten Partikeln
der Pellets P5pma und P5cis.

Ein Teil der Pellets P5pma (A) und P5cis (B) (Kap. 3.3.3) wurde in 25 mM Trehalose aufgenommen und fiir 18 Tage
bei -80 °C kryokonserviert (Kap. 3.3.3, 4.2.3). Die angereicherten Partikel wurden mit einer halbgesattigten

Uranylacetat-Losung gefarbt (negative staining) und anschlieBend mittels Transmissionselektronenmikroskopie
visualisiert. MaRstab 100 nm.
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9.4 Bestimmung der Konzentration und durchschnittlichen GroRBe von EV als Vorbereitung der EV-Aufnahmeexperimente

A B C D
EV-Konzentration (Cis) EV-Konzentration (PMA, Cis) EV-Konzentration (PMA, Cis) EV-Konzentration (PMA, Cis)
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Abbildung 9.7: NTA zur Bestimmung der EV-Konzentrationen und durchschnittliche EV-Gr6Ren als Vorbereitung der EV-Aufnahmeexperimente (Kap. 4.5).

Die Zellkulturiiberstande mit PMA- (2 nM) und Cisplatin-behandelten (7,5 uM) Igrov-1-Zellen wurden unter Verwendung des in Abb. 4.3 dargestellten Protokolls prozessiert.
Dargestellt sind die Konzentration sowie die durchschnittlichen GroRen der fiir das Live-Cell Imaging-Experiment (Kap. 4.5.1) (A, E), sowie der fiir die Imaging-Durchflusszyto-
metrie-Experimente (Kap. 4.5.2) (B, F; C, G; D, H) verwendeten EV. Alle Partikelmengen wurden gemiR der Anzahl ausgebrachter Zellen (3,5 x 10°) normiert (Kap. 3.1.4, 3.3.2).
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9.5 Berechnung der Domanenstruktur von ADAM17

9.5.1 Aminosaduresequenz und Domanenstruktur von ADAM17

10 20 30 40 50 60
MRQSLLFLTS VVPFVLAPRP PDDPGFGPHQ RLEKLDSLLS DYDILSLSNI QQHSVRKRDL

70 80 90 100 110 120
QTSTHVETLL TFSALKRHFK LYLTSSTERF SQNFKVVVVD GKNESEYTVK WQDFFTGHVV

130 140 150 160 170 180
GEPDSRVLAH IRDDDVIIRI NTDGAEYNIE PLWRFVNDTK DKRMLVYKSE DIKNVSRLOS

190 200 210 220 230 240
PKVCGYLKVD NEELLPKGLV DREPPEELVH RVKRRADPDP MKNTCKLLVV ADHREYRYMG

570 580 590 600
_ AEDDTVCLDL GKCKDGKCIP FCEREQQLES CACNETDNSC
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KVCCRDLSGR CVPYVDAEQK NLFLRKGKPC TVGFCDMNGK CEfENODEE REDEEDOEE
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Abbildung 9.8: Aminosiduresequenz und Doméanenstruktur der Metalloprotease ADAM17.
Die Aminosauresequenz (NCBI Reference Sequence: NP_003174.3) von ADAM17 wurde entsprechend Dr.

Astrid Evers und Prof. Dr. Karina Reiss (2011) [218] in eine Prodomane (tuirkis), eine Metalloproteasedomane

(gran), eine Disintegrin-like-Domane (lila), eine Transmembrandomaéne (grau) und eine zytoplasmatische

Domane (petrol) eingeteilt. Zusatzlich wurde eine membranproximale Doméne (gelb), eine CANDIS-Region (rot)

entsprechend Grotzinger et al. (2017) unterschieden [45, 219, 220].
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9.5.2 Berechnung der Molekularen Massen der Domadnen von ADAM17

Die Berechnung der molekularen Massen der verschiedenen in Kapitel 9.5.1 bzw. in Abbildung 9.8
dargestellten Dom&dnen von ADAM17 wurde mit dem Programm Quest Calculate™ Peptide and Protein

Molecular ~ Weight  Calculator  (https://www.aatbio.com/tools/calculate-peptide-and-protein-

molecular-weight-mw) durchgefiihrt [221]. Es ist anzumerken, dass etwaige Verdnderungen der

Proteinmasse durch Glykolisierungen etc. nicht berticksichtig wurden.

Tabelle 2: Eigene Berechnung des molekularen Gewichts der verschiedenen ADAM17-Domadnen,

entsprechend einer Einteilung von Grotzinger et al. (2017)

molekulares Gewicht

Prodoméne 24,8 kDa
Metalloproteasedomane 28,8 kDa
Disintegrin-like-Domane 8,3 kDa
Membranproximale Domane 7,0 kDa
CANDIS-Region 3,0 kDa
Transmembrandomaéne 2,6 kDa
zytoplasmatische Domane 14,5 kDa

Gesamt Protein 93,0 kDa



https://www.aatbio.com/tools/calculate-peptide-and-protein-molecular-weight-mw
https://www.aatbio.com/tools/calculate-peptide-and-protein-molecular-weight-mw
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