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0. Kurzfassung

Exosomen sind eine Klasse extrazelluldrer Vesikel, die von den allermeisten Zelltypen
freigesetzt werden. Sie enthalten Proteine, Lipide und Nukleinsdauren. Zundchst wurden
Exosomen lediglich als Instrumente zur Ausschleusung zelluldarer Bestandteile gesehen.
Mittlerweile ist aber auch bekannt, dass Exosomen von anderen Zellen aufgenommen werden
und deren Phanotyp beeinflussen und somit ein Element der Zell-Zell Kommunikation
darstellen. In einigen Tumorzelllinien wurde bereits gezeigt, dass ionisierende Strahlung die
Zusammensetzung und Funktion von Exosomen verdndert (AP1). Untersuchungen zum
Einfluss ionisierender Strahlung auf die exosomen-vermittelte Zell-Zell Kommunikation von
nicht-malignen normalen Zellen fehlen derzeit noch weitgehend.

In diesem Projekt wurden strahlen-induzierte Verdanderungen in der Protein und microRNA
Zusammensetzung von Exosomen aus verschiedenen nicht-malignen Zellkultur
Modellsystemen identifiziert (Lymphozyten, Fibroblasten, Endothel- und Epitehlzellen, AP2-
AP4). Dabei bezogen sich die Proteinveranderungen sowohl auf Proteine in den Exosomen als
auch auf deren Oberflache (AP3). Unter anderem wurden auch Verdnderungen in Exosomen
nachgewiesen, die aus primdren Lymphozyten von gesunden Spendern nach ex vivo
Bestrahlung freigesetzt wurden. Um diese Ergebnisse in vivo Daten gegeniberzustellen
wurden in AP5 Kandidatenproteine und microRNAs in Exosomen aus dem Blut von
Strahlentherapiepatienten untersucht. Insgesamt zeigte dieses Projekt, dass exosomale
microRNA und Protein Signaturen nach in vitro Bestrahlung der Donorzellen zelltyp- und dosis-
spezifisch verandert werden. Auch nach in vivo Bestrahlung (Strahlentherapiepatienten)
wurden Verdanderungen in der exosomalen microRNA und Proteinzusammensetzung
festgestellt.

Da sich Exosomen durch ihre Stabilitdt auszeichnen und aulerdem biologische Marker
beinhalten, die nicht immer in den korrespondierenden Korperflissigkeiten vorkommen,
konnten diese besonders empfindliche und spezifische diagnostische Signaturen liefern. Die
hier gefundenen Veranderungen sollten in weiteren strahlen-relevanten Kollektiven validiert
werden um deren Eignung als Biomarker fiir Strahlenexposition zu testen.

Zum weiteren Verstandnis von Strahlenrisiken sollten auch potentielle funktionelle
Unterschiede von Exosomen aus bestrahlten und nichtbestrahlten Zellen in einem

Folgeprojekt abgeschatzt werden.



1. Bericht zu Stand von Wissenschaft und Technik
(AP1)

1.1. Zusammenfassung

Im letzten Jahrzehnt wurde die Bedeutung von extrazelluldren Vesikeln (EV), wie z. B.
Exosomen als intrazelluldre Vehikel in der Zell-Zell Kommunikation mehr und mehr erkannt.
Dies ist auf ihre Fahigkeit zum Transport von Proteinen, Lipiden und Nukleinsduren
zurlickzuflihren, wobei sie sowohl pysiologische als auch pathologische Bedingungen in
Empfanger und Spenderzellen beeinflussen. Da die Beladung extrazelluldarer Vesikel
charakteristisch fiir ihre Spenderzellen ist gewinnt auch ihre Erforschung als Biomarker fir
verschiedene Erkrankungen zunehmend an Bedeutung. Der Einfluss ionisierender Strahlung
auf die Zusammensetzung und Funktion von EVs ist bisher nur wenig erforscht. Erste
Ergebnisse beschreiben vielfaltige Wechselwirkungen zwischen ionisierender Strahlung und
Exosomen. Sowohl eine veranderte Freisetzung und Aufnahme als auch Veranderungen in der
exosomalen Protein und RNA Beladung wurden gezeigt. Darliberhinaus beeinflussen
Exosomen Funktionen in bestrahlten und nichtbestrahlten Exosomen-Empfangerzellen und
konnten somit wichtige Komponenten in der Vermittlung von Bystander bzw. apscopalen

Effekten wahrend der Strahlenantwort darstellen.
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1.2.1 Extrazelluladre Vesikel

Die Kommunikation zwischen Zellen ist eine wesentliche Eigenschaft von mehrzelligen
Organismen. Diese kann Uber Zell-Zell-Kontakte, Botenstoffe oder Hormone erfolgen. Neue
Forschungsergebnisse zeigen, dass Zellen auch Uber Vesikel unterschiedlicher Grofle und
Herkunft kommunizieren kdnnen. Dabei unterscheidet man verschiedene Klassen von
extrazellularen Vesikeln, die sich aufgrund der gemeinsamen Eigenschaft der
Doppellipidmembran in ihren chemischen und physikalischen Eigenschaften dhneln, sich

jedoch in GréRe, Zusammensetzung und Biogenese unterscheiden [1].

In Eukaryonten gibt es drei Hauptklassen von Vesikeln: i) Exosomen sind Nanovesikel
(50-100nm Durchmesser), die aus Endosomen stammen und nach der Fusion
multivesikuldarer Korperchen (MVB) mit der Plasmamemnbran freigesetzt werden. ii)
Mikrovesikel/Mikropartikel/Ectosomen mit einer GréBe von 0,1 — 1 um im Durchmesser
werden durch Ausstlilpung und Fusion der Plasmamembran produziert. iii) Apoptotische
Korperchen sind mit einem Durchmesser von 0,5 — 2 um die groBten extrazellularen Vesikel.

Sie werden als Membranbldaschen (membrane blebs) wahrend der Apoptose freigesetzt [1, 2].

1.2.2 Biogenese und interzellulire Kommunikation

Exosomen sind der am meisten untersuchte Typ von extrazelluldren Vesikeln. Sie werden von
verschiedensten Zelltypen, wie z. B. Stamm-, Endothel- und Tumorzellen sekretiert. Auerdem
werden sie in allen Korperflissigkeiten wie Plasma, Speichel, Gallenflissigkeit, Urin,
Samenflissigkeit, Fruchtwasser, Muttermilch und Riickenmarksflissigkeit nachgewiesen [3].
Ihre Biogenese erfolgt tGiber die Bildung eines Clathrin-ummantelten Vesikels, das in ein friihes
Endosom aufgenommen wird. Dieses friilhe Endosom reift zum multivesikularen Endosom.
Letzteres kann entweder die Vesikelinhalte lysosomal abbauen oder mit der Zellmembran
fusionieren und Exosomen in den Extrazellularraum entlassen, die dann mit Empfangerzellen
in Wechselwirkung treten kénnen [1]. Eine Exosomen-vermittelte Kommunikation zwischen
Zellen kann durch eine Ligand-Rezeptor-Interaktion zwischen Membranproteinen der
Exosomen und Rezeptoren auf der Oberfliche von Empfangerzellen stattfinden. Dariber
hinaus kann auch der Exosomeninhalt entweder durch direkte Fusion der Exosomen mit der
Zellmembran oder durch aktive Aufnahme mittels Endozytose in die Empfangerzelle

transferiert werden [1]. Dieser zweite Weg ermoglicht neben der Kommunikation durch



Proteine auch die Ubertragung von Nukleinsduren oder Lipiden. 2007 wurde zum ersten Mal
der Exosomen-vermittelte Transfer von RNA zwischen Zellen nachgewiesen [4]. Funktionell
sind extrazelluldare Vesikel wichtig flir die interzellulare Kommunikation in einer Vielzahl
pysiologischer und pathologischer Prozesse (z.B. Proliferation, Differenzierung,
Immunsuppression, Antigenprasentation, Gerinnung, Entziindung, Zelladhasion, Schutz gegen

intra- und extrazellularen Stress) [2, 5].

1.2.3 Exosomenkomponenten und Beladung

In Sdugerzellen sind Exosomen durch eine spezifische Zusammensetzung aus Proteinen,

Nukleinsauren und Lipiden gekennzeichnet.

Proteine

Proteomstudien von Exosomen aus verschiedenen Zellkultur-Modellsystemen oder aus
Korperflissigkeiten ergaben ein breites, jedoch Zelltyp-spezifisches Spektrum von Proteinen
in Exosomen. Online Datenbanken, wie z.B. Exocarta (www.microvesicles.org), EVpedia
(www.evpedia.info) oder ExoCarta (www.exocarta.org), listen diese Proteine auf.

Generell sind Exosomen reich an zytosolischen, Plasma-Membran- und Zytoskelett-Proteinen.
Proteine aus intrazelluldren Organellen sind weniger haufig. Verschiedene dieser Proteine,
wie z.B. Mitglieder des Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) (Alix,
TSG101), Hitzeschockproteine (HSP70/90) oder die als Transmembran Proteine bekannten
Tetraspanine (CD63, CD81, CD9) werden auch als Exosomenmarker eingesetzt. Zusatzlich zu
einem gemeinsamen Set an Proteinen beinhalten Exosomen auch Zelltyp spezifische Proteine.
Beispielsweise sind Exosomen aus Tumorzellen mit Tumorantigenen beladen, die sie auf
dentritische Zellen Ubertragen [6]. Da sich die exosomalen Zusammensetzungen von Zellen
unterscheiden sind spezifische Packmechanismen unerldsslich. Beim ESCRT-abhdngigen
Prozess (Endosomal Sorting Complexes Required for Transport) kontrollieren verschiedene
Proteine der ESCRT-Familie und Alix die Aufnahme von ubiquitinierten Proteinen und
bewirken eine Einstllpung der Zellmembran [7]. Es werden aber auch ESCRT-unabhangige,
lber Ceramide, Tetraspanine oder Lipid rafts regulierte Prozesse diskutiert [5, 8, 9].
Interessanterweise unterscheiden sich oft die Glykosilierungsmuster von intrazellularen bzw.

exosomalen Proteinen, was auf eine Rolle von Glyco-Interaktionen bei der Beladung oder



Aufnahme von Exosomen hindeutet [10, 11].

RNA

Exosomen beinhalten eine charakteristische Auswahl an microRNAs, anderen kleinen RNAs
(piRNA, snRNA, snoRNA, scaRNA, YRNA), natiirlichen antisense RNAs, tRNAs, mRNAs, rRNAs,
und langen nicht-kodierenden RNAs sowie Fragmenten aller dieser Spezies [2]. Da das
exosomale RNA Profil oft nicht das Profil der Spenderzellen wiederspiegelt und Exosomen aus
verschiedenen Spenderzellen dhnliche RNA Expressionsprofile aufweisen, sind, wie auch fir
exosomale Proteine, spezifische Packmechanismen naheliegend [1,2]. Die Beladung von
Exosomen mit microRNAs wird durch das Heterogeneous Riboncleoprotein A2B1
(hnRNPA2B1) kontrolliert, welches ubiquitiniert wird und anschlieRend ein Sequenzmotiv im
3’-Bereich der microRNA (Exomotif, GGAG) erkennt [12]. Auch mRNAs zeigen eine selektive
Anreicherung in Exosomen. Ahnlich zum Exomotif von microRNAs wurde hier eine Konsensus

Sequenz im 3°-UTR als Erkennungssequenz fir die Exosomenbeladung vorgeschlagen [13].

DNA

Der exosomale DNA Gehalt ist bisher nur sehr wenig untersucht. Jedoch wurde bereits
mitochondriale DNA sowie einzel- und doppelstrdangige DNA aus dem Zellkern nachgewiesen
[14-16]. Exosomale DNA aus Tumorgewebe reflektiert den genetischen Status des Tumors
einschlieRlich moglicher Amplifikationen von Onkogenen (z.B. c-Myc) [14]. Auf dieser
Grundlage kann exosomale DNA, ebenso wie andere exosomale Komponenten als nicht-
invasiver Biomarker fiir den Tumor eingesetzt werden. Eine pysiologische Bedeutung

exosomaler DNA ist bisher nicht bekannt.

Lipide

Exosomen bestehen aus einer Doppellipidmembran, die im Vergleich zur Plasmamembran der
Zelle einen hoheren Gehalt an Cholesterol, Sphingomyelin und Hexosylceramide aufweist [1,
17, 18]. Diese charakteristische Lipidzusammensetzung ist wichtig fir die Bildung bzw.
Freisetzung von Exosomen und tragt moglicherweise zu deren Stabilitdt in verschiedenen
extrazelluldaren Umgebungen bei [19]. Neben den strukturellen Funktionen von Lipiden
kénnen auch bioaktive Lipide, wie Eicosanoide, Fettsduen oder Cholesterol durch Exosomen

zwischen Zellen transportiert werden [18]. Insgesamt werden zukiinftige Lipidomstudien von



Exosomen einen wichtigen Beitrag zur Funktionsaufklarung von Exosomen liefern.

1.2.4 Isolierung und Charakterisierung und Qualitdtskontrolle

Aufgrund der komplexen Zusammensetzung von Korperflissigkeiten bzw. von
Zellkulturmedien ist die Isolierung extrazellularer Vesikel nicht trivial. Zusatzlich erschwert die
geringe GroRe von extrazelluldaren Vesikeln, die unter der Detektionsgrenze vieler Methoden
liegt, die Quantifizierung nach der Aufreinigung und auch den Nachweis von moglichen
Verunreinigungen. Aufgrund dieser Schwierigkeiten kann eine Kontamination exosomaler

Praparationen durch andere zelluldre Vesikel nur schwer ausgeschlossen werden.

Differentielle Ultrazentrifugation ist die bei weitem am haufigsten eingesetzte Methode zur
Vesikelisolierung (ca. 50% der Publikationen zwischen 2011 — 2015) [20, 21]. Typischerweise
werden nacheinander folgende Beschleunigungen verwendet: 200-1500 x g zur Entfernung
von Zellen, 10.000-20.000 x g zur Abtrennung groRerer Vesikel (> 200nm), 100.000 — 200.000
X g zur lIsolierung von Vesikeln kleiner 200nm. Der letzte Schritt kann in einem
Dichtegradienten  (Sucrose, Opti-Prep) durchgefihrt werden, um eventuelle
Verunreinigungen durch Proteine noch besser abzutrennen. Jedoch ist damit haufig eine

reduzierte Ausbeute verbunden.

Modernere Methoden wie Ultrafiltration, GroRenausschlusschromatografie oder
Prazipitation durch Zusatz von Chemikalien ermdéglichen eine schnellere Isolierung. Derzeit
fehlen aber noch systematische Untersuchungen zu moglichen Verunreinigungen und

Schadigung der Vesikel z.B. durch Aggregationen [21].

quantitative und qualitative Beurteilung von Exosomen

Die Morphologie von extrazellularen Vesikeln wird meist mittels Elektronenmikroskopie (EM)
untersucht. Durch negative Kontrastierung mit Schwermetallen (Osmiumtetraoxid,
Uranylacetat) kann die relative Menge, Struktur und auch die GréRe von Vesikeln visualisiert
werden. Die zuséatzliche Verwendung von Antikorpern ermoglicht auch den Nachweis

verschiedener Markerproteine (Immuno-EM) [20].
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Zwei weitere haufig verwendete Methoden zur Gr6Renbestimmung von Vesikelpraparationen
sind Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, Malvern) und Resistive Pulse Sensing (QNano, IZON).
AulRerdem ermoglichen diese beiden Methoden eine direkte Bestimmung der
Vesikelkonzentration. Die NTA-Technologie nutzt die beiden Eigenschaften Lichtstreuung und
Brown'sche Bewegung, um die GroRenverteilung und die Partikelkonzentration in Suspension
zu ermitteln. Bei der gNano Technologie basiert die Messung der Vesikel auf
Impedanzbestimmungen an Nanoporen. Beide Methoden erlauben eine GréRenbestimmung
von Vesikeln zwischen 50 — 1000 nm Durchmesser und eine Angabe der Vesikel-Konzentration

pro Volumeneinheit [22].

Durchflusszytometrie ist fiir die Analyse von Vesikeln nur bedingt geeignet. Konventionelle
Gerate erlauben nur eine Bestimmung von Vesikel bis zu einer GréBe von minimal 500 nm im
Durchmesser. Kleinere Vesikel werden nicht mehr detektiert. Alternativ kdnnen Vesikel an
Beads gekoppelt werden und durchflusszytometrisch analysiert werden. So kann die relative
Anwesenheit von Oberflaichenmarker bestimmt werden, es ist aber nicht moglich Vesikel zu

guantifizieren oder verschiedene Subpopulationen zu unterscheiden[20].

Western Blot kann zum Nachweis von Markerproteinen eingesetzt werden. Haufig
verwendete Proteine sind: Tetraspanine (CD63, CD9, CD81), MHC Molekiile, zytosolische
Proteine (TSG101, Alix) oder Zytoskelettproteine (Actin, Tubulin). Eine Quantifizierung von
Vesikeln mittels Western Blot ist aufgrund von fehlenden Housekeeping Proteinen schwierig

[20].
Verunreinigungen in exosomalen Préiparationen

Zellen sekretieren zelltypspezifisch diverse Populationen extrazelluldrer Vesikel deren
Verteilung auch durch exogene Faktoren beeinflusst werden kann. Die geringe GrofRle
verbunden mit dem geringen GroRRenunterschied verschiedener Vesikelklassen erschwert die
Unterscheidung und damit eine getrennte Isolierung dieser Populationen. Trotz Fortschritts
in den Isolierungsmethoden beinhalten die allermeisten Prdparationen verschiedene
Vesikeltypen. Neben Verunreinigungen durch andere Vesikel kdnnen auch andere
Komponenten, wie Lipoproteine, Chromatin- und Proteinaggregate als Verunreinigungen in

Exosomenpraparationen vorliegen [21].



1.2.5 Extrazelluldre Vesikel in der Strahlenantwort

Mehrere Studien legen eine Funktion von Exosomen in der Zellantwort auf exogene
Stressoren nahe. Zunachst wurde gezeigt, dass sich die exosomale Zusammensetzung nach
Stressinduktion andert. Dies trifft besonders fiir exosomale RNAs und Proteine zu. So zeigte
de Jong et al. eine veranderte Beladung von Exosomen aus Endothelzellen nach Hypoxie,
TNFalpha oder erhohter Zuckerkonzentration der Donorzellen [23]. Eldh et al. zeigte
veranderte RNA Transkriptmengen in Exosomen nach H,0, Behandlung. In Empfangerzellen
haben Exosomen aus gestressten Donorzellen meist protektive, Gberlebensfordernde Effekte.
Beispielsweise erh6hen Exosomen aus Zellen, die oxidativen Stress ausgesetzt waren, die
Resistenz gegeniiber oxidativen Stress in nicht-exponierten Zellen [3]. Ebenso flihrt Hypoxie
in Brustkrebszellen zu einer erhohten Freisetzung von Exosomen, die vermehrt microRNA
miR-210 enthalten. Dies férdert das Uberleben und die Invasionsfahigkeit in aufnehmenden

Zellen [24].

In der zelluldren Strahlenantwort gibt es fundierte Beweise fir das Vorhandensein von
Bystander Effekten in Zellen die keinerlei Strahlung ausgesetzt waren. Erste Studien, die
strahleninduzierte Effekte in der Freisetzung, Beladung und Funktion von Exosomen
beschreiben, schlagen unter anderem diese als Ubertriger derartiger Effekte vor (Abbildung
1). Insgesamt sind aber die Funktionen von Exosomen in der Strahlenantwort noch

unzureichend analysiert.

Funktionen —

Empfénger-

zellen

lonisierende
Strahlung

RNA und
Proteinge
halt -
Empfénge

zellen

Abbildung 1.1: Ubersicht iiber derzeit publizierte Interaktionen zwischen Mikrovesikeln und Zellen

wadhrend der Strahlenantwort



Bereits die Freisetzung von Mikrovesikeln aus Zellen in den Extrazellularraum wird durch
Strahlung beeinflusst. In mehreren Tumor- und Nichttumorzellsystemen wurde gezeigt, dass
ionisierende Strahlung die Freisetzung von Mikrovesikeln verstarkt [25-27]. Signifikante
Unterschiede wurden meist in einem Zeitfenster zwischen 24 und 48h nach Bestrahlung
gefunden. Moglicherweise ist an der gesteigerten Freisetzung das Tumorsuppressorprotein
p53 beteiligt, welches sowohl durch Strahlung induziert wird als auch eine Rolle bei der
Biogenese von Exosomen spielt [28]. Neben der Abgabe von Vesikeln wurde auch eine
strahlen-getriggerte Aufnahme von Vesikeln in Empfangerzellen beschrieben. So zeigte Arscot
et al. in verschiedenen Glioblastomzelllinien eine gesteigerte Aufnahme von Exosomen aus
bestrahlten Donorzellen und dartberhinaus auch eine verstarkte Aufnahme von Exosomen in
bestrahlten Empfangerzellen [25]. Eine vermehrte Aufnahme von Exosomen in bestrahlten
Zellen wurde auch fur Kopf/Halstumorzellen bestatigt [27]. Ein mechanistisches Modell fur die
verstarkte Aufnahme nach Bestrahlung lieferte Hazawa et al., indem er zeigte, dass Strahlung
die Kolokalisierung von CD29 und CD81 auf der Oberflache von mesenchymalen Stammzellen

induziert. Exosomen binden anschlieBend spezifisch an diesen dimeren Komplex [29].

Auch die Beladung von Exosomen wird durch Strahlung beeinflusst. So zeigte Arscott et al.
veranderte mRNA, miRNA and Proteinbeladungsmuster in Exosomen einer
Glioblastomzelllinie nach ionisierender Bestrahlung [25]. Auch in der Kopf-Halstumorzellinie
FADU wurden zahlreiche strahleninduzierte Proteinveranderungen beschrieben [30]. Eigene
Arbeiten identifizierten microRNA und Proteinveranderungen sowohl in der Kopf-
Halstumorzelllinie BHY als auch in Leukozyten nach in vitro Bestrahlung von humanem Vollblut
in einem Dosisbereich von 0,5 — 9 Gy (unverdéffentlich). Eine erste in vivo Studie zeigte
strahlenabhangige Proteinexpressionsmuster in Exosomen aus Serum und Urin aus Mausen
nach Ganzkorperbestrahlung [31]. Eine spezifische Anreicherung von miR-21 in Exosomen, die

von Fibroblasten nach Bestrahlung freigesetzt wurden, ist von Xu et al. beschrieben [32].

Auch die Funktionen von Exosomen in der Strahlenantwort werden untersucht. Dabei wurden
wiederum sowohl die Effekte von Exosomen aus bestrahlten bzw. nichtbestrahlten Zellen als
auch die Effekte auf bestrahlte und nichtbestrahlte Zellen analysiert. Mehrere Studien zeigen,
dass die zelluldre Strahlenresistenz durch die Aufnahme von Exosomen erhdht wird.
So zeigten mit 8 Gy bestrahlte mesenchymale Stammzellen eine hohere Proliferation,

wenn sie



zuvor mit Exosomen behandelt wurden [29]. Ebenso fanden Baulch et al.
verminderte strahleninduzierte Effekte auf die Proliferation von Glioblastomzellen, wenn
zeitgleich eine Behandlung mit Exosomen stattfand [33]. Vergleichbare Effekte fand
Mutschelknaus et al. in Kopf/Halstumorzellen [27]. Hier wurde ein proliferations-
stimulierender Effekt von Exosomen auf nicht bestrahlte Empfiangerzellen gezeigt
ungeachtet, ob diese aus bestrahlten oder unbestrahlten Donorzellen isoliert wurden.
Erst eine Untersuchung der klonogenen Uberlebensfihigkeit zeigte ein erhéhtes
Uberleben, wenn Exosomen aus bestrahlten Zellen verwendet wurden, im Vergleich zu
Exosomen aus unbestrahlten Donorzellen. Dies war mit einer beschleunigten Reparatur von
DNA Doppelstrangbriichen verbunden. Auch Prozesse der Zellmotilitdt, wie Migration und
Invasion werden durch Exosomen aus bestrahlten Zellen gefoérdert. Beispielsweise
setzen bestrahlte Glioblastomzellen Exosomen frei, die einen erhohten Gehalt an
mRNAs und Proteinen haben, welche die Migration verstirken [25]. Ubereinstimmend
zeigte Baulch, ebenfalls in Glioblastom, erhdhte Invasion durch Exosomen [33]. Neben
einem Informationsaustausch zwischen gleichen Zelltypen wurde auch die exosomen-
vermittelte = Kommunikation  zwischen  Stroma und Tumorgewebe in der
Strahlenantwort beschrieben [34]. Die Autoren zeigten hier eine exosomen-vermittelte
Kommunikation zwischen Fibroblasten und Brustkrebszellen, die die Therapieresistenz
gegenltber Strahlung und die Rezidivbildung erhdohen. Abweichend von den oben
genannten Untersuchungen gibt es auch Studien, die eine exosomen-vermittelte
reduzierte Viabilitdt bzw. eine erhohte DNA Schadigung [35, 36] beschreiben. So
fUhrten Jella et al. eine reduzierte Viabilitat und eine erhohte Konzentration an reaktiven
Sauerstoffspezies in Keratinocyten auf die Wirkung von Exosomen zuriick. [26] Im Einklang
dazu schlagen Al-Mayah et al. Exosomen aus bestrahlten Brustkrebszellen als Vermittler

von erhohten DNA Schadigungen vor [35, 36].

Eine Erklarung dieser unterschiedlichen Befunde ist mit dem derzeit zur Verfiigung
stehenden Erkenntnissen schwierig. Ein Vergleich der Versuchbedingungen ergibt neben
Unterschieden in den verwendeten Zelltypen auch unterschiedliche experimentelle
Bedingungen beziglich des Zeitpunkts der Exosomenisolierung nach Bestrahlung der
Zellen. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Untersuchungen wurden die
Exosomen in den spater genannten Untersuchungen bereits kurz nach der Bestrahlung
(1-4h gegenliber 24-72h) isoliert. Ein sehr interessanter Aspekt ist hier die Moglichkeit der

Sekretion unterschiedlicher Exosomen mit



moglicherweise unterschiedlicher Beladung in verschiedenen Zeitabschnitten der

Strahlenantwort.

Zusammengefasst beschreiben diese Arbeiten Exosomen als wichtige Komponenten in der
Strahlenantwort. Zukiinftige interessante Anwendungen von Exosomen in der
Strahlenforschung koénnten sowohl in der Strahlentherapie z. B. als Marker fir
Tumorkontrolle, Prognose oder mogliche Nebenwirkungen als auch als Biomarker zur
Detektion der Strahlenexposition liegen. Fir derartige Anwendungen ist jedoch ein
vertieftes Verstandnis der Interaktion zwischen ionisierender Strahlung und Exosomen

unabdingbar. Wichtige offene Fragen sind z.B.:

- Zusammensetzung von Exosomen aus gesunden bzw. patholgischen Zellen nach Bestrahlung

- Zelltyp-, Dosis- oder Zeitabhdngigkeit strahlenregulierter exosomaler Komponenten

- strahleninduzierte Veranderungen auf Exosomenoberflachen — Einfluss auf Spezifitdt der

Aufnahme



1.2.6 Biomarker und diagnostisches Potential

Eine nicht unwesentliche Anzahl von Publikationen schlagt extrazellulare Vesikel (meist
Exosomen) fiir verschiedene klinische Anwendungen vor. Diese beinhalten sowohl den Einsatz
von Exosomen als Biomarker zur Diagnose, Prognose und Therapieansprechen bei
verschiedenen Erkrankungen (reviewed in [37]), als auch die Erforschung zukilnftiger

Anwendungen als Vehikel im Wirkstofftransfer (zusammengefasst in [38]).

In Studien zu exosomalen Biomarkern wurden bisher hauptsachlich RNA und Protein
Molekile als Indikatoren fiir pathologische Zustande herangezogen. Im Vergleich zu
Biomarkern, die direkt aus Korperflissigkeiten detektiert werden, zeigen exosomale
Vesikel eine bessere Spezifitdt und Sensitivitdt, die sich aus ihrer Stabilitat ergibt.
Besonders RNA Molekiile sind in Exosomen vor der Degradierung durch RNasen
geschitzt. Als Ressourcen flur die Exosomenisolierung sind leicht zugangliche
Korperflissigkeiten, wie Urin oder Speichel von besonderem Interesse. Verschiedenste
Proteine wurden bereits als Biomarker fiir Erkrankungen einschlieRlich Krebs, Leber- oder
Nierenerkrankungen vorgeschlagen. Ein Beispiel ist das zur Tetraspaninfamilie gehorige
membranstandige CD63 Protein. Dieses Protein ist in Exosomen aus dem Blutplasma von
Melanompatienten hoher exprimiert als in Exosomenpraparationen von gesunden
Spendern [39]. Dazu passend zeigte Yoshioka et al., 2013 erhohte CD63 Spiegel in
Zellkulturiberstanden verschiedener Krebszelllinien im Vergleich mit zu normalen Zellen
[40]. CD81, ein weiteres Mitglied der Tetraspaninfamlie zeigte sich in Plasmaexosomen
nach Hepatitis C Infektion erh6ht [41]. Neben exosomalen Proteinen aus Blutplasma wurden
auch aus Urin isolierte exosomale Proteine als Biomarker beschrieben. Diese wurden

vorwiegend zur Diagnose von Blasen- und Nierenerkrankungen herangezogen.

Neben Proteinen sind vorallem auch microRNAs als exosomale Biomarker beschrieben.
Dabei wurden  meist  Expressionssignaturen  mehrerer  microRNAs  fir  die
Diagnose von Krebserkrankungen verwendet. Als ein Beispiel flr eine zentrale
microRNA in diesen Signaturen ist miR-21 zu nennen. Diese als Onkogen beschriebene
miRNA liegt in Exosomen von Patienten mit verschiedenen Krebsentitaten (z.B. Eierstock,

Lunge, Speiserdhre oder Brust) in erhohter Konzentration vor [42-45].



Zusatzlich zu exosomalen Proteinen und RNAs wurden in einer Studie exosomale Lipide aus

Urin als Biomarker fir Nierenkarzinom beschrieben [46].

1.2.7 Exosomen als Vehikel im Wirkstofftransfer

Neben der Anwendung als Biomarker gibt es auch erste Ansatze Exosomen als Vehikel zum
Wirkstofftransfer einzusetzen [38]. Als Vorteile werden hierbei genannt, dass Exosomen nicht
immunogen und nicht mutagen wirken und Uber eine sehr gute Permeabilitdt biologischer
Membranen verfligen (z.B. auch Blut-Hirn-Schranke). Trotzdem findet eine Anreicherung und
schnelle Ausscheidung unmodifizierter Exosomen {iber Leber und Niere statt. Neueste
Arbeiten versuchen dies durch Modifikationen der Exosomenoberfliche (exosome
engineering) mit verschiedenen Peptiden und Liganden zu umgehen. Modifizierte Exosomen
sollen eine erhohte Halbwertszeit und eine Anreicherung im Zielgewebe in therapeutischen
Konzentrationen erzielen. Derartige Exosomen kdnnen noch zusatzlich in ihrer Beladung mit
therapeutisch aktiven Substanzen verdandert werden. Als Methoden hierzu werden derzeit

Uberexpression in Donorzellen oder Elektroporation von isolierten Exosomen erprobt.
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2. Charakterisierung des Proteoms von Exosomen

2.1 Aufgabenstellung AP2

Zur Identifizierung von exosomalen Proteinen als Strahlenexpositionsmarker werden
Proteomanalysen von Exosomen aus vier verschiedenen humanen Zellsystemen
(Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, Leukozyten) durchgefiihrt. Anschliefend werden

ausgewahlte Proteine mittels Immuno-Blot validiert.

Fragestellungen:
o Induziert ionisierende Strahlung Proteomveranderungen in Exosomen?
o Gibt es Dosis-abhingige Anderungen?
o Sind die Anderungen zelltyp-spezifisch?

2.1 Hintergrund

Exosomen sind ein Typ extrazellularer Vesikel deren Bedeutung in der Zell-Zell
Kommunikation mehr und mehr erkannt wird. Neben Nukleinsduren und Lipiden sind Proteine
wesentliche Bestandteile von Exosomen, die durch diese zwischen Zellen transportiert
werden (Yanez-Mo et al. 2015). Einige Studien charakterisierten bereits die Proteinbeladung
von Exosomen aus verschiedenen Zelltypen und auch stress-induzierte Veranderungen sind
bereits beschrieben (de Jong et al. 2012). In wie weit ionisierende Strahlung das exosomale
Proteom beeinflusst ist jedoch bisher wenig untersucht, erst wenige Studien beschreiben
derartige Verdanderungen in Tumorzellen (Arscott et al. 2013, Jelonek et al. 2015). Arbeiten
Uber strahleninduzierte Verdanderungen in Exosomen aus gesunden Zellen wurden erst in

einer Studie gezeigt (Yentrapalli et al. 2017).



2.2 Durchfihrung

2.2.1 Isolierung von Exosomen

Zur Isolierung von Exosomen aus 1BR.3, MCF10A und HCAEC Zelllinien wurden pro Dosis etwa
10 x 10° Zellen in Flaschen (175 cm?) ausgesat und fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO> kultiviert. Es

wurden folgende Medien verwendet:

Tabelle 2.1: Medien und Zusatze zur Kultivierung der Zellsysteme

Zelltyp Medium Zusatze
1BR.3 Fibroblasten DMEM low Glucose (+ | 15% HyClone Serum
1 ng/ml FGF
5 ug/ml Insulin
MCF10A Epithelzellen DMEM/F12 (L- 5% Horse Serum

Glutamin + HEPES)
0,5 mg/ml Hydrocortison

100 ng/ml Cholera Toxin

10 pg/ml Insulin

HCAEC Endothelzellen MesoEndo Cell growth
medium Kit (Cell
Applications)

MNC primare Immunzellmedium 5 ug/ml PHA

Leukozyten
(Bio&Sell)

AnschlieRend wurde das Medium durch exosomen-freies Medium ersetzt und die Zellen
wurden mit 0,1, 2 und 6 Gy bestrahlt. Nach einer weiteren Inkubation von 24 h wurden die
Exosomen durch serielle Zentrifugation aus dem konditionierten Zellkulturiberstand isoliert.
Zunachst wurden Zellen und Zellfragmente durch Zentrifugation bei 10.000 g (30 min, 4 °C)
entfernt. Anschlieffend wurde das Medium zur Entfernung gréRerer Vesikel filtriert (0,22 um
PorengrofRe). Das Filtrat wurde dann bei 100.000 g fir 75 min bei 4 °C zentrifugiert. Der

Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Exosomenpellet in PBS resuspendiert. Nach



einer weiteren Zentrifugation (100,000 g, 75 min, 4 °C) wurde das Pellet in PBS aufgenommen

und bei -20°C gelagert.

Fiir die Isolierung von Exosomen aus Leukozyten wurden pro Dosis 50 ml frisches Vollblut
bestrahlt und unmittelbar danach die Leukozyten mittels Ficoll-Gradient isoliert. AnschlieRend

wurden die isolierten Zellen flir 24 h in exosomen-freiem Zellkulturmedium inkubiert.

2.2.2 Quantitative Proteomanalyse

Proteine wurden durch Zugabe von 20 ul Lyse-Puffer Il (25 mM Tris pH 7.5, 120 mM NacCl, 1%
Triton X-100, 1% PSMF, 1 mM NOV, 1 mM Leupeptin) zu 40 ul Exosomen-Suspension (isoliert
aus 1.5 x 10’ Zellen) aus Exosomen freigesetzt. Dazu wurden die Proben 4 h auf Eis unter
wiederholtem Mischen inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration mittles BCA-

Technologie ermittelt (PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientifc).

Probenvorbereitung, LC-MS/MS Messung, markierungsfreie quantitative Analyse und
Datenbank-Suchen wurden wie kirzlich beschrieben durchgefiihrt (Yentrapalli, 2017).
Zusammengefasst wurden 5 pg Protein mittels filter-assistierter Probenvorbereitung (FASP)
verdaut und dann durch LC-MS/MS Messung an einem LTQ OrbitrapXL (Thermo Fisher
Scientific), verbunden mit einem Ultimate3000 Nano High-performance Flissig-
Chromatographie-System (Dionex), gemessen. Zur Identifizierung der Peptide wurde eine
Sequenzhomologie von mindestens 89.5% festgesetzt und Ladungen < +2 und > +7 wurden
ausgeschlossen. Die Mascot Suchmaschine (Matrix Science, version 2.5.0) mit der Ensembl
Human Datenbank (version 83, 31236148 residues, 83462 sequences) wurde zur

Identifizierung eingesetzt.

2.2.3 Quantifizierung spezifischer Proteine

Die Quantifizierung spezifischer exosomaler Proteine erfolgte mittels Western Blot. Dazu
wurden Exosomen analog zu den Proteomanalysen lysiert und der Proteingehalt der Lysate
wurde mittels BCA bestimmt. Anschlieend wurden 2 pg exosomale Proteine nach einem
Standard Western Blot Protokoll analysiert. Folgende Antikérper wurden verwendet: Anti-
ALIX (#2171, Cell Signaling), anti-TSG101 (GTX70255, GeneTex), anti-GAPDH (sc-47724,
SantaCruz), anti-Calnexin (sc11397, SantaCruz), VIM (ab92547, Abcam), ITIH4 (ab118283,
Abcam), VWF (sc-53466, Santa Cruz), EIF3A (#2538, Cell Signaling), LGALS3 (sc-32790, Santa



Cruz), LMAN (ab137625, Abcam). Als sekundare Antikorper dienten Meerrettich-
Peroxidase konjugierte Antikorper (anti-rabbit: sc-2004 und anti-mouse: sc-2005) und die

Detektion erfolgte mittels Chemolumineszenz (Amersham ECL reaction kit, GE Healthcare).

2.2.4 Partikelanalyse

Die GroRenverteilung und Konzentration isolierter Exosomen wurde im Nanosight
LM10 Mikroskop (Malvern) analysiert. 2 ul Exosomenpraparationen wurden im Verhaltnis
1:600 mit HO verdiinnt um eine ungefahre Konzentration von 15 bis 50 Partikel pro
Bildausschnitt flir die Bewegungsanalyse zu haben. Jede Probe wurde dreimal fir jeweils 30

S gemessen.



2.3 Ergebnisse

2.3.1 Qualitatskontrolle isolierter Exosomen

A B.

0 Gy 0,1 Gy 2 Gy 6 Gy

e . B T Alix (93 kDa) 7

mode: 139+/- 5 nm

CD63 (60 kDa)

. ™ TSG101 (47 kDa)

Concentration (particles / mi)

— - — - - - CD9 (22kDa)

Size (nm)

Abbildung 2.1: Qualitdtskontrolle von Exosomenpréaparationen. A. Nachweis exosomaler
Markerproteine mittels Western Blot in Exosomen aus der Fibroblastenzelllinie 1BR.3 B.
GroRen- und Konzentrationsbestimmung von Exosomen aus unbestrahlten 1BR.3 Zellen
mittels Nanosight.

Zur Qualitatskontrolle der Exosomenpraparationen wurden vor den Proteomanalysen ein
Nachweis publizierter und allgemein anerkannter Exosomenmarkerproteine (Alix, CD63, CD9)
erfolgreich durchgefiihrt (siehe Tabelle 2.2). Um zelluldre Verunreinigungen auszuschliefSen
wurden die Proben auf Calnexin (CNX) untersucht. Interessanterweise konnte das Protein
TSG101 (Tumor susceptibility gene 101), welches in vielen Veréffentlichungen als typisches
exosomales Protein aufgefihrt ist, nicht in der Zelllinie HCAEC und MCF10A nachgewiesen
werden. Fir alle isolierten Vesikel wurde ein Durchmesser zwischen 120 — 165 nm bestimmt.

Zwischen den unterschiedlichen Zelltypen waren keine signifikanten Unterschiede (Daten

nicht gezeigt).



Tabelle 2.2: Nachweis typischer Exosomenmarkerproteine in Exosomenprdparationen aus den

genannten Zellsystemen

leucocytes v v v v -
1BR3 v v v v -
HCAEC v v = v -
MCF-10A v v = v =

2.3.2 Quantifizierung der Exosomenausbeute

Zur Quantifizierung von Exosomen wurde zum einen die Menge an isolierten exosomalen
Proteinen (Tabelle 2.3) und zum anderen die Konzentration der isolierten Vesikel bestimmt
(Tabelle 2.4). Die Analysen ergaben eine Ausbeute zwischen 0,4 bis 6,5 pug an Protein pro 108
Donorzellen. Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Zelltypen. So konnten
aus Fibroblasten und Endothelzellen deutlich hohere Ausbeuten erzielt werden als aus
Epithelzellen und Leukozyten. Dariiberhinaus ergab die Proteinbestimmung fir alle vier
Zellsysteme eine erhdhte Proteinkonzentration nach Bestrahlung der Donorzellen mit 6 Gy.
Eine erhohte Proteinmenge konnte auch nach einer Dosis von 2 Gy zumindest in drei Zelltypen
MCF-10A, 1BR.3 und HCAEC nachgewiesen werden, wogegen 0,1 Gy in keinem der
untersuchten Systeme zu einem Anstieg fiihrte. Neben der Proteinkonzentration wurde auch
die Partikelkonzentration der Isolate gemessen. Auch hier ist eine Tendenz zu héheren
Konzentrationen erkennbar, jedoch konnten aufgrund der hoheren Messvarianz dieser

Methode kein statistisch signifikanter Anstieg festgestellt werden.

Tabelle 2.3: Ausbeute (in pg) an exosomalen Proteinen pro 10° Donorzellen (* p< 0,05). Gezeigt sind

die Mittelwerte aus drei biologischen Replikaten.

MCF10A 0,7 0,8 1,7 1,4

MCF10A 0,4+0,03 0,54 + 0,07 0,7 £0,05* 1,6 £0,07*



1BR3 2,2£0,1 2,4£0,2 6,5+t 0,4* 6,1+£0,2*

HCAEC 3,8+0,08 39+0,1 5,2+0,21* 6,4+ 0,14*

leucocytes 0,7+0,04 0,7 £0,05 0,8 +0,06 1,1+0,05*

Tabelle 2.4: Konzentration (Partikel/ml) von Exosomen mittels Nanosight

0 Gy 0,1 Gy 2 Gy 6 Gy
MCF10A 5x 108 5x 108 5x 108 7 x 108
1BR3 3x10° 5x 10° 6 x 10° 8 x 10°
HCAEC 3x10° 3x10° 5x 10° 7 x 10°
leucocytes 7 x 108 6 x 108 1x10° 1x10°

2.3.3 Proteomanalyse von Exosomen

2.3.3.1 Proteinzusammensetzung von Exosomen

Fir die Proteomanalyse von Exosomen wurden exosomale Lysate mit einem Proteingehalt
von 5 ug mittels Massenspektrometrie untersucht. Als identifiziert wurden Proteine
gewertet, die mit zwei oder mehr spezifischen Peptiden und einem Confidence Score von >
20 bestimmt wurden. Tabelle 2.5 zeigt die Anzahl von Proteinen, die bei den genannten
Dosen in jeweils allen drei biologischen Replikaten nachgewiesen wurden. Eine
Ubersicht aller Proteine befindet sich in den angefiigten Dateien: 1BR.3_proteins, MCF10-

A_proteins, HCAEC proteins und leucocytes_proteins.



Tabelle 2.5: Anzahl identifizierter Proteine

137 137 137

MCF10A 138

1BR3 341 342 342 342
HCAEC 432 431 431 431
leucocytes 605 599 606 596

Abbildung 2.2: Proteomvergleich von Exosomen aus verschiedenen Zellsystemen ohne

Bestrahlung.

Ein Vergleich der insgesamt in Exosomen identifizierten Proteine zeigte deutliche
Unterschiede zwischen den Zellsystemen. In Exosomen aus MCF10A Epithelzellen wurden
lediglich 138 Proteine identifiziert wogegen in Exosomen aus Leukozyten iber 600 Proteine
gefunden wurden. Ein erheblicher Anteil dieser Proteine ist spezifisch flr die individuellen
Zelltypen (10 % in MCF10A; 50 % in Leukozyten). Es gibt aber auch Proteine (40 % in MCF10A;

8 % in Leukozyten) die in Exosomen aller Zelltypen gefunden wurden (Abbildung 2.2).



2.3.3.2 Strahleninduzierte Verdnderungen exosomaler Proteine

Zur Untersuchung potentieller Unterschiede im Proteom von Exosomen aus unbestrahlten
und bestrahlten Zellen wurden die gesamten Proteomdaten eines Zelltyps einer Principal
Component Analyse (PCA) unterzogen. Die Clusterbildung der Kontrollen bzw. der bestrahlten
Proben ist in Abbildung 2.3 dargestellt. Dabei ist fir alle vier Zellsysteme die Separierung
zwischen Exosomen aus bestrahlten und unbestrahlten Zellen ersichtlich. Fiir die Zellsysteme
MCF10A, 1BR.3 und LCL zeigt sich die Dosis-abhangigkeit der Proteinzusammensetzung im mit
der Dosis-zunehmenden Abstand der Cluster von den Kontrollen. Allein die Linie HCAEC zeigt
keine Korrelation zwischen Cluster Abstand und Dosis, wobei aber auch eine klare Separation

von bestrahlten und unbestrahlten Proben vorliegt.



Principal Components Analysis

P MCF10A
E o2 S T » e >
§ 00 = 0,1 Gy <
© o2 2 Gy
£ o4
8 0 oz 02 04 o8 iy

Principal Component1 » 770

Principal Components Analysis

- / 01 Gy
: WA . 1BR3
2 7~ 2 Gy
5 oo 8 s
2 \ [ ) 6Gy
2 ST Mk 7 S
£ h / \
a v.' ~
v 04 | ]
0.6 —
04 02 00 02 04 0
Principal Component 1 3 4244%
Principal Components Analysis
0o . - - - -
~ 04 ]
- N HCAEC |
v 2 Gy ™\ |
§ 02 3 > E \ 0G y Yo \ 1
£ 00} : 04 By
R i o
H N T
s —_
o B 6 Gy
. o4
06 . . . . . . . . . . .
06 04 02 0o 02 04 [
Principal Component 1 » &t
Principal Components Analysis
; 04 e e, i 0 '»?",\" 5
< e ...  LCL |
( % PN ~ -~ i
i — §\ i |
& TS - {
c _— 1
g . et 3
£ 016Gy ~_ - '
& 6 Gy b
v 6 P \'\
.
08
4 0.2 0.0 .2 4 0

Principal Component 1 3 3387

Abbildung 2.3: Principal component analysis (PCA) basierten auf den gesamten Proteomdaten
aller bestrahlten und bestrahlten Proben. In der PCA wurden alle Elemente mit Ladungen zwischen
+2 und +7 verwendet, was zu folgenden PC1 und PC2 fiihrte: MCF10A (PC1 27,0 %, PC2 19,9%), 1BR.3
(PC142,4 %, PC2 17,2%), HCAEC (PC1 44,5%, PC2 12,1%), LCL (PC1 33,8 %, PC2 16,8 %)

Zur ldentifizierung signifikant veranderter Proteine wurden FDR-korrigierte p-Werte (g-Wert)
aus drei biologischen Replikaten berechnet. Proteine, die mit > 2 spezifischen (unique)
Peptiden identifiziert, und einer < 0.5 bzw. > 1.3 fachen Regulation und einem g-Wert von <

0.05 gefunden wurden, wurden als statistisch signifikant reguliert betrachtet. Der Vergleich



von Exosomen aus unbestrahlten Zellen und Zellen, die bestrahlt wurden, ergab fir alle
vier untersuchten Zellsysteme, dass ionisierende Strahlung die Proteinzusammensetzung
von Exosomen verandert. Dies traf flr alle drei verwendeten Dosen (0,1; 2 und 6 Gy) zu.
Die in Abbildung 2.4 gezeigten Venn-Diagramme geben einen Uberblick iber die

Anzahl der strahlenregulierten Proteine

MCF10A 0 MCF10A 2 Gy

MCF10A 6Gy 1BR3 6Gy

HCAEC 0,1 HCAEC 2Gy LCL 0,1 LCL 2 Gy

HCAEC 6Gy LCL6 Gy

Abbildung 2.4: Venn Diagramme strahlenregulierter exosomaler Proteine. Gezeigt ist die Anzahl der
regulierten (up and down) Proteine nach Bestrahlung der Donorzellen mit 0,1, 2 und 6 Gy. (LCL =
Leukozyten).

Zu beobachten war, dass sich die regulierten Proteine aus generell strahlen-regulierten (bei
allen Dosen) Proteinen und dosis-abhdngig regulierten zusammensetzten. Darlberhinaus
steigt in allen Zellsystem die Anzahl der regulierten Proteine mit der Dosis an. Eine Ubersicht
aller regulierten Proteine befindet sich in den angefligten Dateien: 1BR.3_proteins, MCF10-

A proteins, HCAEC proteins und leucocytes_proteins.



Tabelle 2.6: Anzahl der nach Bestrahlung hoch (T) bzw. herunterregulierten () Proteine

MCF10A 21T, 304 437,211 487, 204
1BR3 417, 1544 1077, 1194 1077, 142)
HCAEC 547, 133) 1197, 2411 821, 178)
leucocytes 14T, 34 75T, 194 1597, 350

2.3.3.3 Zelltyp libergreifende Regulation von Proteinen

Besonders hinsichtlich der Entwicklung von Strahlenbiomarkern sind zell-typ unabhédngige
strahlenregulierte Proteine von besonderem Interesse. Zur ldentifizierung solcher Proteine
wurde, ungeachtet der Dosis, die Schnittmenge aller regulierten Proteine gebildet (Abbildung

2.5).

Abbildung 2.5: Venn Diagramm zur Darstellung zelltyp-iibergreifender strahleninduzierter
Proteinveranderungen. Gezeigt ist die Anzahl der regulierten Proteine (alle Dosen).



Insgesamt wurden acht Proteine gefunden die in allen Zelltypen mindestens bei einer Dosis
reguliert waren. Jedoch wurde fiir kein einziges Protein eine konstante Regulation (hoch oder
herunter) gefunden, alle acht Proteine zeigten je nach Zelltyp eine Hoch- oder
Herunterregulation. Dagegen waren diese zelltypspezifischen Regulationen im untersuchten
Dosisbereich konstant (Tabelle 2.7). Eine erste Betrachtung der Proteinfunktionen ergab ein
breites Spektrum an Funktionen. Lediglich die gewohnliche Lokalisation der Proteine deutet
auf eine besondere Rolle von Membranproteinen unter den regulierten Proteinen hin (Tabelle

2.8).



Tabelle 2.7: Strahleninduzierte Regulation von Proteinen, die in allen Zelltypen verdndert waren (n-fache Verdnderungen)

1BR3 HCAEC MCF-10A LCL 1BR3 HCAEC MCF-10A LCL 1BR3 HCAEC MCF-10A LCL

0,1 Gy 0,1 Gy 0,1 Gy 0,1 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 2 Gy 6 Gy 6 Gy 6 Gy 6 Gy

HP 1,1
ANPEP 0,6
ATP1A1 0,9 1,1 1,2 1,1

HIST1HAF
TGM1
MHY9

VCP 0,8

MVP 0,8 1,2 1,2




Tabelle 2.8: Funktion und Lokalisation zelltyp-iibergreifend strahlenregulierter Proteine

protein localization function

HP haptoglobin extracellular antioxidative, acute phase response
ANPEP Alanyl aminopeptidase membrane signalling, differentiation

ATP1A1 ATPase Na+/K+ Transporting Subunit Alpha 1 membrane, extracellular ion transport, cytosceletal signaling
HIST1HA4F Histone H4 nucleus, extracellular DNA, RNA binding protein

TGM1 Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase K cytosol, extracellular, membrane cell cycle, proliferation, differentiation
MHY9 myosin 9 cytosceleton, mebrane, extracellular RNA binding, motor activity

VCP Transitional endoplasmic reticulum ATPase endoplasmatic reticulum, exosomes ubiquitination

MVP Major vault protein many compartments, signalling, kinase activity

including membrane




2.3.3.4 Proteine mit Tendenz zur Hoch- und Herunterregulation

Zur Identifizierung von Proteinen, bei denen ein Trend im Ausmals der Regulation tGber den
Dosisbereich hinweg vorliegt, wurde der Jonckheere - Terpstra Test

angewendet (Dosisabhdngigkeit). Ziel war es signifikante ,up- bzw. ,down-trending”
Proteine als Kandidaten fiir Biomarker zur finden. Als p-Wert wurde ein cut-off von 0,001
gesetzt. Eine Ubersicht aller signifikant identifizierten Proteine befindet sich
im  Anhang (Trending_proteins). Abbildung 2.6 zeigt ausgewahlte Beispiele aller vier

Zellsysteme.
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Abbildung 2.6: Dosisabhangige Regulation ausgewahlter exosomaler Proteine. Gezeigt ist jeweils
der Mittelwert der Expression aus den drei biologischen Replikaten (Sample A, B, C) mit

0Gy 1Gy 2Gy 6Gy

‘ Sample A ---- SampleB ----- Samplec‘

Standardabweichung (Dosisangabe 1 Gy steht fiir 0,1 Gy).



2.3.3.5 Validierung strahlenregulierter exosomaler Proteine

Aus den in 2.3.3.2 identifizierten strahlen-regulierten Proteinen wurden pro Zelltyp drei fir
eine weitere Validierung im Western Blot ausgewahlt (Tabelle 2.9). Die Kriterien fir die
Auswahl waren (i) Expressionsniveau (ii) Grad der Regulation (iii) Regulation bei
verschiedenen Dosen. Zusatzlich zur Validierung der Proteomdaten (24 h nach Bestrahlung),
wurden auch Exosomenpraparationen, die nach 12 und 48 h nach Bestrahlung isoliert wurden,
analysiert. Ein reproduzierbarer Nachweis der Proteine konnte an den 24 und 48 h nach
Bestrahlung gewonnenen Isolaten, durchgefiihrt werden (Abbildung 2.5). Alle
Kandidatenproteine konnten auch im Immunoblot der nach 24 h isolierten Proben erfolgreich
nachgewiesen und die zuvor massenspektroskopisch ermittelten Regulationen konnten
zumindest tendenziell fur alle gezeigten Proteine bestéatigt werden. Auch in nach 48h
isolierten Exosomen war die zum friheren Zeitpunkt gefundene Regulation weiterhin
sichtbar. 12h nach Behandlung gewonnene Exosomenisolate zeigten keinen reproduzierbaren
Nachweis von Proteinen. Es ist davon auszugehen, dass die zu diesem Zeitpunkt akkumulierte

Menge an Exosomen fiir einen Nachweis der Proteine mittels Immunoblot nicht ausreichte.

Tabelle 2.9: Kandidatenproteine zur Validierung mittels Immunoblot zusammen mit
massenspektroskopisch bestimmten strahleninduzierten Expressionsveranderungen.

LMAN 100 7,3 8,4 Timp2 0,5 0,4 0,3
EIF3A 2,4 2,3 1,7 LGALS3 0,8 2,6 2,9
VWF 0,4 0,5 0,4 VIM 0,5 0,7 0,6
LGALS3 1,0 0,9 0,7 ITIHA 1,8 3,1 3,4
VIM 1,5 1,6 1,6 LGALS3 2,0 2,0 2,0

VWEF 0,4 0,2 0,3 VIM 0,1 0,1 0,1
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Abbildung 2.7: Validierung ausgewahlter Proteine der Proteomanalysen. Gezeigt sind Western Blot
von Exosomen aus den genannten vier Zellsystemen mit und ohne Bestrahlung der Donorzellen. Die
Exosomen wurden 24 bzw. 48 h nach Bestrahlung isoliert. Unter den Blot ist jeweils die n-fache

Veranderung zur unbestrahlten Kontrolle fiir jeden Zeitwert angegeben. Die Normalisierung erfolgte

auf die detektierte Gesamtproteinmenge (Ponceau-Rot Farbung).



2.3.3.6 Zelltyp-iibergreifende Proteomanalyse

Als weiteren Ansatz zur Untersuchung von potentiellen Proteomveranderungen in Exosomen
nach Bestrahlung der Donorzellen wurde nach Unterschieden in Proteinen gesucht, die in
allen Zelltypen in Exosomen nachgewiesen wurden. Um eine statistisch relevante Anzahl an
Proteinen zu erhalten wurden in diesem Ansatz alle identifizierten Proteine (einschlieflich

Identifikationen mit einem spezifischen Peptid) einbezogen.

MCF10A LCL

Fibroblast

Identifizierte Proteine:

1BR.3: 831

HCAEC: 791

MCF10-A: 332

LCL: 1097

Abbildung 2.8: Venn Diagramm aller identifizierten Proteine (> 1 spezifisches Peptid) der vier

Zellsysteme 1BR.3, MCF10-A, HCAEC und primarer Leukozyten (LCL).

Wie auch in der vorangegangenen Analyse (siehe 4.3) entspricht die Anzahl gemeinsamer
Proteine mit 161 zwischen 15 und 45 % des gesamten Exosomenproteomes. Anhand der
Expression dieses ,Kernsets” an exosomalen Proteinen wurde dann eine Clusteranalyse
durchgeflihrt, wobei die Berechnung des Similarity index nach (Frank et al. 2008) erfolgte
(Abbildung 2.9). Sowohl die Clusteranalyse als auch die berechneten Similarity Scores zeigte
die dominante Rolle der gewebsspezifischen Unterschiede zwischen den Proben,
die Clusterbildung von bestrahlten und unbestrahlten Proben ist nachrangig. Wobei aber
bis auf wenige Ausnahmen auch mit diesem Proteinset eine Differenzierung zwischen

den hohen Dosen (2 und 6 Gy) und den niedriger bzw. unbestrahlten Proben gelingt.
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Abbildung 2.9: Zelltypiibergreifende Analyse exosomaler Proteine. Heatmap der Expression aller in
den vier Zelltypen nachgewiesenen Proteine (oben). Similarity Scores zwischen den einzelnen Proben

(unten).

2.4. Zusammenfassung

Die molekulare Zusammensetzung von Exosomen zeigt sich charakteristisch flr
verschiedenen pathologischen Bedingungen (Nilsson 2009) und zahlreiche Studien schlagen
Exosomen als attraktive Biomarker mit diagnostischen Potential in verschiedenen
Erkrankungen vor (Al-Nedawi et al. 2009, De Toro et al. 2015). In dieser Studie zeigen wir, dass
ionisierende Strahlung Veranderungen in der Proteomzusammensetzung von Exosomen aus
verschiedenen gesunden Spenderzellen induziert. Diese Verdnderungen waren meist zelltyp-

spezifisch, nur acht Proteine wurden in allen Zellsystemen als strahlenreguliert gefunden.



Interessanterweise konnte fiir einige Proteine eine Dosis-abhangige Regulation gefunden

werden, was diese als Kandidaten in der Biodosimetrie nahelegt.

Die in dieser Studie identifizierten strahlen-regulierte Proteine sollten unter
weiteren experimentellen Bedingungen untersucht werden um deren zeit- und dosis-
abhangige Regulation detaillierter aufzuklaren. Besonders die Daten der ex vivo
Bestrahlung von Vollblut ermutigen zu weiteren Projekten in denen das Potential

exosomaler Proteine in der Biodosimetrie analysiert wird.

Der Transfer von Proteinen durch Exosomen ist von physiologischer Bedeutung und
Proteine aus Exosomen werden in Empfingerzellen internalisiert. Besonders
Tumorzellen machen von diesem Kommunikationsweg Gebrauch (Al-Nedawi, et al. 2009).
Die in dieser

Studie gefunden Daten eroffnen die interessante Frage nach den Funktionen exosomaler

Proteine in der Strahlenantwort von gesunden, nicht malignen Zellen.
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3. Charakterisierung der Oberflachenproteine von
Exosomen

3.1 Aufgabenstellung AP3

In diesem Arbeitspaket soll ein potentieller Einfluss von ionisierender Strahlung auf die

Expression ausgewahlter Proteine auf der Oberflache von Exosomen untersucht werden.

Fragestellungen:
o Induziert ionisierende Strahlung Proteinveranderungen auf der Oberflache von
Exosomen?
o Gibt es Dosis-abhingige Anderungen?

o Sind die Anderungen zelltyp-spezifisch?

3.2 Hintergrund

Exosomen sind ein Typ extrazellularer Vesikel deren Bedeutung in der Zell-Zell
Kommunikation mehr und mehr erkannt wird. Neben Nukleinsduren und Lipiden sind
Proteine, die sich sowohl im Inneren von Exosomen als auch auf deren Oberflachen befinden
wesentliche Bestandteile (Yanez-Mo et al. 2015). Einige Studien charakterisierten bereits
die Proteinbeladung von Exosomen aus verschiedenen Zelltypen und auch stress-
induzierte Veranderungen sind bereits beschrieben (de Jong et al. 2012). Erste wenige Studien
beschreiben durch ionisierende Strahlung induzierte Veranderungen (Arscott et al. 2013,
Jelonek et al. 2015, Yentrapalli et al. 2017, Mutschelknaus et al. 2017). Ob sich diese
veranderten Proteine auf der Oberfliche von Exosomen oder in deren Inneren
befinden, wurde bisher nicht untersucht. Exosomale Oberflachenproteine sind aus zwei
Grinden von besonderem Interesse: Zum einen kdnnen zelluldre Oberflachenproteine
durch Exosomen entsorgt werden, zum anderen kann durch die
Wechselwirkung exosomaler Oberflachenproteine mit der Zelloberflaiche die
Aufnahme oder die Induktion von Signalkaskaden in Empfangerzellen verdandert

werden (De Toro et al., 2015; Al-Nedawi et al. 2009).



3.3 Durchfiihrung

3.3.1 Isolierung von Exosomen

Zur Isolierung von Exosomen aus 1BR.3, MCF10A und HCAEC Zelllinien wurden pro Dosis etwa
10 x 108 Zellen in Flaschen (175 cm?) ausgesat und fiir 48 h bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Es

wurden folgende Medien verwendet:

Tabelle 3.1: Medien und Zusatze zur Kultivierung der Zellsysteme

Zelltyp Medium Zusatze
1BR.3 Fibroblasten DMEM low Glucose (+ | 15% HyClone Serum
1 ng/ml FGF
5 ug/ml Insulin
MCF10A Epithelzellen DMEM/F12 (L- 5% Horse Serum

Glutamin + HEPES)
0,5 mg/ml Hydrocortison

100 ng/ml Cholera Toxin

10 pg/ml Insulin

HCAEC Endothelzellen MesoEndo Cell growth
medium Kit (Cell
Applications)

MNC primdre Immunzellmedium 5 pug/ml PHA

Leukozyten
(Bio&Sell)

AnschlieRend wurde das Medium durch exosomen-freies Medium ersetzt und die Zellen
wurden mit 0,1, 2 und 6 Gy bestrahlt. Nach einer weiteren Inkubation von 24 h wurden die
Exosomen durch serielle Zentrifugation aus dem konditionierten Zellkulturiberstand isoliert.
Zunéachst wurden Zellen und Zellfragmente durch Zentrifugation bei 10.000 g (30 min, 4 °C)
entfernt. AnschlieBend wurde das Medium zur Entfernung groRerer Vesikel filtriert (0,22 um

PorengrofRe). Das Filtrat wurde dann bei 100.000 g fiir 75 min bei 4 °C zentrifugiert. Der



Uberstand wurde vorsichtig entfernt und das Exosomenpellet in PBS resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation (100,000 g, 75 min, 4 °C) wurde das Pellet in PBS aufgenommen

und bei -20°C gelagert.

Flr die Isolierung von Exosomen aus Leukozyten wurden pro Dosis 50 ml frisches Vollblut
bestrahlt und unmittelbar danach die Leukozyten mittels Ficoll-Gradient isoliert. AnschlieRend
wurden die isolierten Zellen fir 24 h in exosomen-freiem Zellkulturmedium inkubiert. Im
Anschluss daran erfolgte die Isolierung der Exosomen nach dem oben beschriebenen

Protokoll.

3.3.2 Partikelanalyse

Die GroRenverteilung und Konzentration isolierter Exosomen wurde im Nanosight LM10
Mikroskop (Malvern) analysiert. 2 ul Exosomenpraparationen wurden im Verhaltnis 1:600 mit

H>O verdiinnt um eine ungefahre Konzentration von 15 bis 50 Partikel pro Bildausschnitt fur

die Bewegungsanalyse zu haben. Jede Probe wurde dreimal fir jeweils 30 s gemessen.

3.3.3 Bestimmung exosomaler Oberflachenproteine

Da Exosomen einen kleinen Durchmesser haben, kénnen sie von Standard-FACS-Geraten nicht
direkt detektiert werden. Deshalb wurden die Exosomen zundchst an Latex Beads gekoppelt
und dann erfolgte die immunologische Detektion der Oberflachenproteine.
Exosomensuspensionen (0,2-10 pl, 5 x 10° Partikel pro Ansatz) wurden mit 10 pl Latex Beads
(Aldehyde/Sulfate latex beads, 4 % w/v 4 um, Life Technologies) fir 1h bei Raumtemperatur
im Rotator inkubiert und anschliefend mit PBS auf 100ul aufgefillt. Es folgte eine weitere

Inkubation fiir 12 h bei 4 °C.

AnschlieBend wurden vorsichtig 110 pl 1M Glycin hinzu pipettiert und 30 min bei 4°C
inkubiert. Dieser Schritt wurde durchgefihrt um aktivierte Oberflachen an den Beads zu
blockieren. Es folgten zwei Waschschritte, wobei die Beads durch eine 3-miniitige
Zentrifugation bei 4.000rpm pelletiert und dann jeweils in 500ul PBS/ 0.5 % BSA resuspendiert

wurden.



Danach wurden die Beads-gekoppelten Exosomen in 100 pl PBS/ 0.5 % BSA aufgenommen. 10
ul der gekoppelten Exosomen wurden mit 50 pl priméren Antikérper (1:40 verdiinnt in PBS/
0.5 % BSA) fur 2 h bei 4°C inkubiert. Die Suspensionen wurden erneut zweimal mit 500 pl PBS/
0.5 % BSA gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl sekunddarem Antikérper (1:40
verdiinnt in PBS/ 0.5 % BSA) und eine Inkubation von 1 h bei 4°C. AbschlieBend wurden die
Proben nochmals zweimal mit 500 pl PBS/ 0.5 % BSA gewaschen, zentrifugiert (3 min, 4°C,
4.000 rpm) und in 500 pl PBS/ 0.5 % BSA aufgenommen. Die Proben wurden in FACS-R6hrchen
Uberfuhrt und am Durchflusszytometer gemessen. Folgende Antikérper wurden verwendet:
ITIH4 (ab118283, Abcam), LGALS3BP (sc-374541, Santa Cruz), CD63 (sc-15363, Santa Cruz),
CD9 (sc-13118, Santa Cruz), MVP (sc-23916, Santa Cruz), Alexa Fluor-488 goat-anti-mouse
(A11029, Life Technologies), Alexa Fluor-488 goat-anti-rabbit (A11008, Life Technologies) und
donkey-anti-goat-Cy3 (#705-165-143, Jackson Lab).

3.3.4 Auswahl zu untersuchender Oberflichenproteine

Die massenspektrometrischen Proteomanalysen der Exosomen aus den vier Zelltypen
(Fibroblasten, Leukozyten, Endothel- und Epithelzellen) identifizierten eine hohe Anzahl
potentiell membranstandiger Exosomenproteine. Aus diesen Listen wurden dann Proteine zur
Oberflachenanalyse ausgewadhlt, die in mehreren Zelltypen eine strahlen-induzierte
Regulation zeigten und deren Regulation auch mittels Western Blot bestatigt werden konnte.
AulRerdem wurde CD63 als validiertes exosomales Oberflachenprotein als Kontrolle bestimmt.

Folgende Proteine wurden fiir die Untersuchung der Oberflachenexpression ausgewahlt:

ITIH4 (inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain family member 4): ITIH-4 geho6rt zur Familie
der Inter-alpha Trypsin Inhibitoren, die hauptsachlich extrazellular lokalisiert sind. Funktionell
ist die ITIH-Familie an acute phase response Reaktionen und an der Modulierung der
extrazelluldren Matrix beteiligt. ITIH-4 liegt dereguliert im Plasma von Blasen-, Brust- und
Eierstockkrebspatienten vor. Besonders die Verteilung der fragmentierten Formen (85 und 35
kDa) im Verhaltnis zum vollstandigen Protein (120 kDa) eignete sich als Biomarker fir

verschiedene Krebsarten. Das Protein wurde bereits in Exosomen aus verschiedenen Zelltypen



nachgewiesen, dessen Membranstandigkeit ist jedoch nicht abschliefend geklart (Lu et al.,

PlosOne (2014)).

MVP (major vault protein): Das MVP Protein ist Hauptbestandteil des Vault-Komplexes.
Vaults sind Ribonukleoproteinkomplexe, die nach derzeitigem Wissensstand fir den
Transport von Molekilen zwischen Kern, Zytoplasma und Plasmamembran wichtig sind. Durch
diese Funktion beeinflusst MVP wichtige zellulare Signalling Pathways (MAP Kinase, JAK/STAT,
PI3K/Akt) und unterstutzt die zelluldire Stressresistenz (Berger et al., 2009).
Interessanterweise wurde kiirzlich die Beteiligung von MVP an der Beladung von Exosomen
mit microRNAs und Proteinen beschrieben (Yun Teng et al., 2017). Die Lokalisation von MVP

in Exosomen und in der Plasmamembran ist bereits bekannt.

LGALS3BP (Galectin-3-binding protein): Das Galectin-3-Bindeprotein ist ein glykolisiertes
sekretiertes Protein, welches in verschiedenen Krebsformen hochreguliert ist. Funktionell ist
LGALS3BP an der Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion und somit an der Zelladhdsion bzw.
Metastasenbildung beteiligt Aullerdem wurde eine Beteiligung an der Immunantwort
beschrieben (Ldubli et al., 2014). Eine Lokalisation auf der Exosomenoberflache ist bereits

beschrieben (Castillio et al., 2018).

CD9 und CD63: CD9 und CD63 sind etablierte oberflachenstandige Exosomenmarkerproteine
aus der Gruppe der Tetraspanine. Beide Proteine sind an verschiedenen Prozessen der
Zellmotilitdt und Adhasion sowie an der Suppression der Apoptose beteiligt. In der Zelle
befindet sich CD63 und CD9 auf der Zellmembran, in Endosomen- Lysosomenmembranen.

AuBerhalb von Zellen kommt es in Exosomen vor (Termini and Gilette, 2017).



Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die mittels Massenspektrometrie detektierte Mengen ausgewihlter
Proteine und deren strahlen-induzierte Regulation. In Spalte 1 ist die Spenderzelllinie und die
eingesetzte Dosis angegeben. Der Wert bei 0 Gy gibt die mittlere Abundanz des Proteins an. Die
Werte bei 0,1, 2 und 6 Gy zeigen die n-fache Verdanderung im Vergleich zu den 0 Gy Proben. n.d. nicht
detektiert.

Spaltel cD9 CD63 LGALS3BP  MVP ITIHA
1BR3_0Gy 1800000 41000000 13000000 124000000 5500000
1BR3_0,1Gy 0,6 0,9 0,8 0,4 0,9
1BR3_2 Gy 0,4 1,4 2,6 0,3 0,7
1BR3_6 Gy 0,4 1,5 2,9 0,4 0,5
HCAEC_0 Gy 34000000 2600000 146000000 4400000 n.d.
HCAEC_0,1Gy 0,8 1 1 0,8

HCAEC_2Gy 0,7 0,8 0,9 0,5

HCAEC_6Gy 0,8 1 0,7 0,8

MCF10A_0Gy 24000000 4500000 17000000 490000 130000
MCF10A_0,1Gy 0,8 0,7 2 1 1,8
MCF10A_2Gy 1,2 0,9 1,8 1,3 3,1
MCF10A_6Gy 1,3 0,7 2,1 1,2 3,2
LCL_OGy 9500000 33000000 5200000 73000000 29000000
LCL_0,1Gy 0,8 1 0,8 1,3 0,6
LCL_2Gy 0,9 0,9 0,9 1,6 0,5
LCL_6Gy 0,9 0,9 0,9 1,2 0,4

in fett: signifikante Verdnderungen (Student T-Test, p< 0,05)
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Abbildung 3.1: FACS Analyse bead-gekoppelter Exosomen. (A) GroBe (FSC) und Granularitat (SSC)
von Latex-Beads nach Kopplung mit Exosomen aus 1BR.3 (B) Fluoreszenzintensitat (FL1-A) von Beads-
gekoppelten Exosomen nach Farbung mit anti-Maus-Alexa-488 Antikorper (Gate R-2 aus (A) (C)
Fluoreszenzintensitat (FL1-A) von Beads-gekoppelten Exosomen nach Farbung mit anti-CD63 und
anti-Maus- Alexa-488 Antikérper (D) Uberlagerung der Histogramme der Fluoreszenzverteilung aller
sich in Gate R-2 exosomen-gekoppleter Beads. Gezeigt ist die Fluoreszenzverteilung von Antikorper-
gefarbten (anti-CD63 und anti-Maus-Alexa-488 bzw. kontrollgefarbten (anti-Maus-Alexa-488) Beads.

Abbildung 3.1 zeigt exemplarisch fiir das Protein CD63 den Ablauf der FACS Auswertung zum
Nachweis und zur Quantifizierung exosomaler Oberflachenproteine. Zunachst erfolgt die
Bestimmung der GréBe und Granularitat der exosomen-gekoppelten Latex Beads. Aus dieser
Analyse wird die Hauptpopulation (Gate R-2) zur Bestimmung der Fluoreszenz verwendet
(Fig.3.1A). Der Mittelwert der Fluoreszenz von Antikorper-gefarbten und Kontroll-gefarbten
Beads wird als MaR fiir die Oberflachenexpression genommen. Die positive Detektion von
CD63 auf der Exosomenoberflache ist durch die erhéhte Fluoreszenz dieser Beads ersichtlich.
Fiir den Nachweis eines Proteins auf der Oberflache von Exosomen wird ein n-facher Anstieg
der mittleren Fluoreszenz von mindestens 20 im Vergleich zu den Kontroll-gefarbten Beads

festgesetzt.
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Abbildung 3.2: Nachweis der Proteine MVP, LGALS3BP, CD9 und ITIH4 auf der Oberflache von
Exosomen aus Fibroblasten. Exosomen aus der Zelllinie 1BR.3 Zellen wurden isoliert und an Latex
Beads gekoppelt. AnschlieBend wurden die Beads mit spezifischen primaren und sekundaren
Antikdrpern bzw. nur mit sekundarem Antikdrper gefarbt. Gezeigt ist eine Uberlagerung der

Fluoreszenzverteilung nach der Detektion.

Abbildung 3.2 zeigt die positive Detektion der Proteine MVP, LGALS3BP, CD9 und ITIH-4 auf
der Oberflache von Exosomen, die aus der Fibroblastenzellinie 1BR.3 isoliert wurden. Fir alle
flinf Proteine konnte im FACS ein Anstieg in der Fluoreszenz bei Verwendung spezifischer
primarer Antikorper im Vergleich zu einer alleinigen Verwendung des Sekundarantikorpers
gezeigt werden (CD63, siehe 1D). Ein ahnliches Ergebnis hatte die Analyse der
anderen Zelltypen. Mit der Ausnahme von ITIH-4 in Exosomen aus der Endothelzelllinie

HCAEC konnten die genannten Proteine auf der Oberflache aller Exosomen aus den vier

Zelltypen detektiert
werden (Abb. 3 MFI 0 Gy).



Abbildung 3.3 zeigt die Quantifzierung der Proteine sowohl auf Exosomen aus unbestrahlten
wie auch aus bestrahlten Spenderzellen. In Exosomen aus 1BR.3 Zellen wurde eine
strahlenregulierte Verminderung von exosomalem CD9, MVP und ITIH-4 (nur bei 6 Gy) sowie
eine Erhéhung von LGALS3BP gefunden. CD63 ist weitgehend konstant. Aus HCAEC Zellen
isolierte Exosomen zeigten eine strahlungsunabhangige Expression von CD9 und CD63,
wogegen LGALS3BP geringfligig und MVP deutlich in ihrer Expression erniedrigt waren.
Exosomen aus MCF-10A Zellen zeigten nach Bestrahlung erhéhte Level an LGALS3BP, MVP
und ITIH-4. CD63 und CD9 zeigten sich unverandert. Die Analyse von aus Leukozyten isolierten
Exosomen ergab fiir CD9, CD63, LGALS3 und MVP keine deutlichen Expressionsanderungen

durch Bestrahlung. Fir ITIH-4 wurde eine Erniedrigung gemessen.
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Abbildung 33: Quantifizierung exosomaler Oberflachenproteine nach Bestrahlung. Die Proteine CD9,
CD63, LGALS3BP, MVP und ITIH4 wurden auf Exosomen aus Fibroblasten (1BR.3) (A), Endothelzellen
(HCAEC) (B), Epithelzellen (MCF10A) (C) und humanen primaren Leukozyten (LCL) (D), nachdem die
Exosomen an Latex Beads gekoppelt wurden, mittels FACS detektiert. Es sind Daten flir Exosomen aus
unbestrahlten und mit 0,1, 2 und 6 Gy bestrahlten Donorzellen gezeigt. Die n-fache Verdanderung der
Fluoreszenz (MFI AK-Beads/MFI- Ko-Beads) der mit primarem und sekundarem Antikérper gefarbten
Beads im Vergleich zu den Kontroll Beads (nur sekundéarer Antikorper) ist als n-fold MFI gezeigt. Die
Ergebnisse von drei biologischen und jeweils zwei technischen Replikaten sind gezeigt.

Insgesamt zeigten diese Versuche, dass ionisierende Strahlung in der Lage ist die
Proteinbeladung an der Exosomenoberfliche zu verdandern, wobei sowohl

Expressionserniedrigungen als auch Erhohungen zu beobachten waren. Ein Vergleich der



Regulation bei den verschiedenen Dosen ergab meist nur geringe Veranderungen bei 0,1 Gy,
erst die Dosen von 2 und 6 Gy fiihrten zu deutlichen Anderungen. Ein Vergleich mit den mittels
Massenspektrometrie ermittelten Proteinverdanderungen (Tab. 3.1) zeigte eine ausgepragte
Ubereinstimmung zwischen beiden Versuchsansitzen. Sowohl die basale Proteinexpression
als auch der Grad der Regulation ist aus den relativen Anderungen der mittleren Fluoreszenz
ersichtlich. Aus methodischer Sicht zeigt dieser Vergleich, dass diese Bead-basierte Analyse
von Exosomen eine schnelle, technisch wenig aufwandige Alternative zu
Massenspektrometrie oder Western Blot zur Quantifizierung von Oberflachenproteinen
darstellt. Ein weitere Vorteil ist der deutlich geringere Bedarf an Ausgangsmaterial. Aus
biologischer Sicht bedeuten diese Ergebnisse, dass sich zumindest ein Teil der Proteine CD9,
CD63, LGALS3BP, MVP und ITIH4 auf der Exosomenoberflache befindet und die beobachteten
Verdanderungen auch dort stattfinden. Interessanterweise sind einige Verdnderungen
zelltypspezifisch. Die groBten Unterschiede zwischen den Zelltypen zeigte ITIH-4. Dieses
Protein wurde nur in Exosomen aus Fibroblasten, Epithelzellen und Leukozyten gefunden und
zeigte entgegengesetzte strahlen-induzierte Regulationen. Zu welchen funktionellen

Konsequenzen diese Veranderungen fliihren muss in zukilinftigen Versuchen geklart werden.
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4. Bestimmung von microRNAs aus Exosomen

4.1 Aufgabenstellung AP4

Zur ldentifizierung von exosomalen microRNAs als Strahlenexpositionsmarker werden
microRNA Analysen von Exosomen aus vier verschiedenen humanen Zellsystemen
(Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen, Leukozyten) durchgefiihrt. Anschlieend werden
ausgewahlte microRNAs mittels qPCR validiert.

Fragestellungen:
o Induziert ionisierende Strahlung microRNA Veranderungen in Exosomen?
o Gibt es Dosis-abhingige Anderungen?
o Sind die Anderungen zelltyp-spezifisch?

4.2 Hintergrund

Exosomen sind ein Typ extrazellularer Vesikel deren Bedeutung in der Zell-Zell
Kommunikation mehr und mehr erkannt wird. Neben Proteinen und Lipiden sind
Nukleinsduren wesentliche Bestandteile von Exosomen, die durch diese zwischen Zellen
transportiert werden (Valadi et al., 2007) (Yanez-Mo et al. 2015). Einige Studien
charakterisierten bereits die microRNA Beladung von Exosomen aus verschiedenen Zelltypen
und auch stress-induzierte Veranderungen sind bereits beschrieben (Chevillet et al., 2014). In
wie weit ionisierende Strahlung die exosomale Beladung mit microRNAs beeinflusst ist jedoch
bisher kaum untersucht. Erst wenige Studien beschreiben derartige Veranderungen in
Tumorzellen (Arscott et al. 2013). Arbeiten Uber strahleninduzierte Veranderungen in
Exosomen aus gesunden Zellen sind noch limitierter (Szatmari et al., 2018) (Yentrapalli et al.

2017).



4.3 Durchfiihrung

4.3.1 Isolierung von Exosomen

Zur Isolierung von Exosomen aus 1BR.3, MCF10A und HCAEC Zelllinien wurden pro Dosis etwa 10 x 108
Zellen in Flaschen (175 cm?) ausgesat und fir 48 h bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Es wurden folgende

Medien verwendet:

Tabelle 4.1: Medien und Zusatze zur Kultivierung der Zellsysteme

Zelltyp Medium Zusatze
1BR.3 Fibroblasten DMEM low Glucose 15% HyClone Serum
1 ng/ml FGF
5 ug/ml Insulin
MCF10A Epithelzellen DMEM/F12 (L- 5% Horse Serum

Glutamin + HEPES)
0,5 mg/ml Hydrocortison

100 ng/ml Cholera Toxin

10 pg/ml Insulin

HCAEC Endothelzellen MesoEndo Cell growth
medium Kit (Cell
Applications)

MNC primare Immunzellmedium 5 ug/ml PHA

Leukozyten
(Bio&Sell)

AnschlieBend wurde das Medium durch exosomen-freies Medium ersetzt und die Zellen
wurden mit 0,1, 2 und 6 Gy bestrahlt. Nach einer weiteren Inkubation von 24 h wurden die
Exosomen aus dem konditionierten Zellkulturiberstand isoliert. Zunachst wurden erst Zellen
(300 g, 10 min, 4 °C) und dann Zellfragmente (10.000 g, 30 min, 4 °C) durch Zentrifugation
entfernt. AnschlieBend wurde das Medium zur Entfernung groRerer Vesikel filtriert (0,22 um
PorengrofRe). Das Filtrat wurde dann durch Ultrafiltration aufkonzentriert. Dann erfolgte die
Prazipitation der Exosomen mittels miRCURY Exosome Isolation Kit (Exigon, #300102). Dazu

wurden je 5ml konzentriertes konditioniertes Medium mit 2ml Precipitation Buffer versetzt,



gut gemischt und Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend werden die Exosomen durch
Zentrifugation (3200g, 30 min, RT) pelletiert, der Uberstand verworfen und die Exosomen in

350 pl Lyse-Puffer resuspendiert.

Die Isolierung von miRNA aus Exosomen erfolgte mittels miRCURY RNA Isolation Kit (Exiqon,
#300110) nach den Angaben des Herstellers. Die Konzentration der RNA Proben wurde mittels
Nanodrop durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die RNA Isolate bei -80°C gelagert.

Fiir die Isolierung von Exosomen aus Leukozyten wurden pro Dosis 50 ml frisches Vollblut
bestrahlt und unmittelbar danach wurden die Leukozyten mittels Ficoll-Gradienten isoliert.
AnschlieBend wurden die isolierten Zellen fir 24 h in exosomen-freiem Zellkulturmedium
inkubiert. Die Isolierung der Exosomen RNA erfolgte analog zu den Zellinien aus dem

konditionierten Medium.

4.3.2 Quantifizierung spezifischer Proteine

Proteine wurden durch Zugabe von 20 pl Lyse-Puffer Il (25 mM Tris pH 7.5, 120 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 1% PSMF, 1 mM NOV, 1 mM Leupeptin) zu 40 pl Exosomen-Suspension (isoliert
aus 1.5 x 107 Zellen) aus Exosomen freigesetzt. Dazu wurden die Proben 4 h auf Eis unter
wiederholtem Mischen inkubiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration mittels BCA-
Technologie ermittelt (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific). AnschlieBend
wurden 2 pg exosomale Proteine nach einem Standard Western Blot Protokoll analysiert.
Folgende Antikdrper wurden verwendet: Anti-Alix (#2171, Cell Signaling), anti-TSG101
(GTX70255, GeneTex), anti-CD9 (sc-13118, Santa Cruz), anti-GAPDH (sc-47724, SantaCruz) und
anti-Calnexin (sc11397, SantaCruz). Als sekundare Antikorper dienten Meerrettich-Peroxidase
konjugierte Antikorper (anti-rabbit: sc-2004 und anti-mouse: sc-2005, Santa Cruz) und die

Detektion erfolgte mittels Chemolumineszenz (Amersham ECL Reaction Kit, GE Healthcare).

4.3.3 Quantitative microRNA Analyse

= Next-Generation Sequencing / Small RNA-Sequenzierung:



Die Herstellung der Bibliotheken und die smallRNA Sequenzierung erfolgte wie kirzlich
beschrieben (Buschmann et al., 2018). Dazu wurde die exosomale RNA zunéchst in einem
Rotationsverdampfer getrocknet und dann in 10 pl resuspendiert. 6 pl der aufkonzentrierten
RNA wurden als Ausgangsmaterial zur Herstellung der Bibliotheken mittels NEBNext Multiplex
Small RNA Library Prep Set for Illumina (New England Biolabs) eingesetzt. Zur Bibliotheken
Herstellung wurden alle Adaptoren und Primer aufgrund der geringen RNA Konzentrationen
in einer 1:2 Verdiinnung verwendet. Nach 15 Zyklen einer PCR-basierten Amplifikation
wurden die Bibliotheken mittels Kapillarelektrophorese bewertet (DNA1000 Assay, 2100
Bioanalyzer, Agilent Technologies). AnschlieBend wurde eine GroRenselektion der
Bibliotheken mittels hochauflésender Gelelektrophorese (4% Agarose) durchgefiihrt und DNA
Banden im GréRenbereich von miRNAs wurden extrahiert. Nach einer abschlieRenden
Qualitatskontrolle (High Sensitivity DNA Assay, 2100 Bioanalyzer, Agilent Technologies)
wurden die Bibliotheken durch lllumina ,single-end sequencing by synthesis” unter

Verwendung von 50 Zyklen auf einem HiSeq2500 (lllumina) analysiert.

=  NGS Datenanalyse
Die Software FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/ (FastQC:
a quality control tool for high throughput sequence data)) wurde zur Qualitatsermittlung und
Analyse der Langenverteilung eingesetzt. Dann wurden Adaptersequenzen mittels Btrim
(Kong, 2011) gekappt. Sequenzen ohne Adapter oder kiirzer als 16 nt wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Zusatzlich wurden Sequenzen mit Homologie zu rRNA, tRNA, snRNA and
snoRNA Sequenzen (geladen von RNAcentral (RNA consortium, 2014)) depletiert, um die
Wahrscheinlichkeit von Falschpositiven wahrend der miRNA Identifizierung zu verringern. Die
verbleibenden Sequenzen wurden unter Verwendung von Bowtie (Langmead et al., 2009) und
“best algorithm” mit miRBase version 21 (Kozomara et al., 2014) aligned. Ein Mismatch pro
Sequenz war fir alle Stufen erlaubt. “Read counts” wurden durch Aufsummierung aller reads

pro Sequenz ermittelt (Bowtie Output).

Differentiell exprimierte miRNAs wurden mit dem Bioconductor package DESeq2 (version
1.8.1) fiir R (Love et al., 2014) und der entsprechenden Normalisierungsstrategie (median
ratios of mean expression) inklusive false discovery Korrektur (Benjamini-Hochberg) ermittelt.

Als Grenzwerte fiir den Nachweis signifikant regulierter miRNAs wurde ein read count > 50,



ein log2 Fold Change > |1| und padj < 0.05 festgesetzt (padj: auf multiples Testen korrigierter
p-Wert nach Benjamini-Hochberg). Die Visualisierung der Ergebnisse der principal component
analysis (regularized log-transformed, DESeq2-corrected counts) erfolgte mit den R Paketen

gplots, ggplots2, RColorBrewer, dendexted and ggfortify.

4.3.4 Quantifizierung spezifischer microRNAs:

Die Expressionsbestimmung ausgewahlter miRNAs erfolgte mittels quantitativer real-time
PCR. Dazu wurde die miRNA zuerst in cDNA transkribiert (TagMan Advanced MicroRNA cDNA
Synthesis Kit, Applied Biosystems). Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Dieses Kit beinhaltet keine spezifischen Primer und die generierte cDNA kann fir

alle zu analysierenden miRNAs eingesetzt werden.

Fir die anschlieBende gPCR wurde das TagMan Advanced miRNA Kit (#A25576, Applied,
Biosystems) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte ebenfalls nach den Herstellerangaben mit
20 ul einer 1:5 Verdiinnung der zuvor erzeugten cDNA und den entsprechenden TagMan

Advanced microRNA Primern (Applied Biosystems).



4.4 Ergebnisse

4.4.1 Qualitatskontrolle isolierter Exosomen

Zur Qualitatskontrolle der Exosomenprdparationen wurde ein Nachweis publizierter und
allgemein anerkannter Exosomenmarkerproteine (Alix, TSG101, CD9) erfolgreich
durchgefiihrt (siehe Abbildung 4.1). Der Literatur entsprechend wurde GAPDH in Exosomen
nur gering exprimiert gefunden. Um zelluldre Verunreinigungen auszuschlieRen wurden die
Proben auf Calnexin (CNX) untersucht. Damit zeigt diese Isolierungsmethode ein zur Isolierung
mittels Ultrazentrifugation identisches Proteinmuster der Exosomen (siehe AP2) und beweist

die Reinheit der Praparationen.

exosomes cells
0 Gy 6Gy 0Gy 6Gy
- T Alix
— —— - TSG
— CDh9
. —

e e | GAPDH

Calnexin

Abbildung 4.1: Qualitdtskontrolle von Exosomenprdparationen. Nachweis exosomaler
Markerproteine mittels Western Blot in Exosomen aus humanen Leukozyten.

4.4.2 microRNA Konzentration

Vor Beginn der microRNA Analysen wurde der Gesamtgehalt exosomaler RNAs analysiert. Aus
den Zellinien konnten Exosomenmengen zwischen 280 und 540 ng isoliert werden, wobei die
epitheliale Linie MCF-10A die grofSten Mengen und die Endotheliallinie HCAEC die geringsten
Mengen sekretierte. Die Bestrahlung der Donorzellen hatte in diesen Zellsystemen keinen
Einfluss auf die RNA Menge. Im Gegensatz dazu wurde aus Leukozyten mit steigender
Bestrahlungsdosis mehr RNA in Exosomen ausgeschleust. AuBerdem sekretierten Leukozyten

bereits im unbestrahlten Zustand die hochsten Mengen exosomaler microRNAs.



Tabelle 4.2: miRNA Mengen (in ng) in 50 pl Endvolumen nach der Isolierung aus Exosomen der
angegebenen Zelltypen

Exosomendonor | 0 Gy 0,1 Gy 2 Gy 6 Gy
MCF10A 11,2 12,2 13,6 12,1
1BR.3 9,7 11,1 10,6 11,7
HCAEC 7,0 6,9 6,9 7,0

Leukozyten 16,8 21,6 32,3 39,5

4.4.3 RNA GroBenverteilung

Die GroRenverteilung der isolierten RNAs wurde mittels Kapillarelektrophorese analysiert. Als
Beispiel ist in Abbildung 4.2 die RNA GroRenverteilung in Exosomen aus der Epithelzellinie
MCF10A dargestellt. Sowohl in Exosomen aus unbestrahlten als auch aus bestrahlten
Donorzellen Zellen enthalten diese vorwiegend kleine RNA Molekiile zwischen 20 und 200nt.
Im Gegensatz dazu dominieren in zelluldaren RNAs groRRere RNA Molekiile (rRNA bei 200 und
4000 nt). RNA Profile aus den anderen analysierten Zelltypen sind analog zu diesen
Ergebnissen. Das Fehlen intakter ribosomaler RNAs kann als Indiz flir die Reinheit der

exosomalen Praparationen interpretiert werden.
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Abbildung 4.2: GroRenverteilung exosomaler RNAs aus MCF-10A. Mittels Bioanalyzer (Total RNA
Chip) wurde die GroRRenverteilung exosomaler RNAs ermittelt. Als Kontrolle ist die GroRenverteilung

einer zellularen RNA Praparation gezeigt.



4.4.4 NGS Analyse exosomaler microRNAs

4.4.4.1 Zuordnung der reads zu RNA Klassen
Nach der ldentifizierung der Sequenzen anhand der Datenbank RNAcentral wurden die

gefundenen RNAs nach Funktionen klassifiziert (Abbildung 4.3). Ein Vergleich der vier
Zelltypen zeigte deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der Sequenzen. Ein erster
Unterschied lag in der Identifizierbarkeit der Reads. In der Fibroblastenlinie 1BR.3 konnten nur
etwa 40 % der Reads identifiziert werden, wogegen in MCF10A und HCAEC 60 % und in
Leukozyten etwa 80 % identifiziert wurden. Weitere ca. 20% sind kurze Sequenzabschnitte,
die nicht weiter analysiert wurden. Von den identifizierten Sequenzen kann ein konstanter
Anteil zwischen 5 und 10% in allen Zellsystemen snoRNAs, snRNAs und tRNAs zugeordnet
werden. Der Gehalt an microRNAs (=isomir) lag in allen drei Zelllinien relativ konstant
zwischen 10 — 20% (Abbildung 3). Im Unterschied zu den Zellinien wurde in den Bibliotheken
der Leukozyten mit etwa 40% ein erheblich hoherer Anteil an microRNAs und damit ein
geringerer Teil von nicht zugeordneten Reads detektiert (Abb. 4.3C). Die anderen RNA Klassen
(tRNA, snoRNA, snRNA) zeigten auch hier einen konstant geringen Anteil. Der Vergleich von

Proben aus bestrahlten und unbestrahlten Donoren zeigte in keinem Zellsystem Unterschiede.
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Abbildung 4.3. Relative Verteilung identifizierter RNAs. Alle identifizierten RNAs wurden den
Klassen miRNA (isomir), tRNA, snoRNA, snRNA, rRNA, unmapped, short und ohne Adapter

zugeordnet

Mit dieser Methode konnten zwischen 76 (1BR.3) und 335 (Leukozyten) microRNAs als

Bestandteile von Exosomen identifiziert werden (Tabelle 4.3). Als eindeutig identifiziert wurde

eine microRNA mit >50 Reads gewertet. Die Bestrahlung der Donorzellen hatte keine

signifikante Auswirkung auf diese Anzahl.



4.4.4.2 exosomale microRNAs

Eine weiterfiihrende Analyse der relativen microRNA Haufigkeiten in den Exosomen zeigte
erhebliche Unterschiede. So entfallen in allen vier Zellsystemen der GroRteil der Reads nur auf
eine kleine Zahl verschiedener miRNAs (Abbildung 4.4) und die allermeisten anderen miRNAs
sind nur in sehr geringer Read-Zahl vorhanden. Als besonders hoch in Exosomen exprimiert
wurden die microRNAs miR-21-5p und miR-122-5p gefunden. miR-21-5p macht in MCF10-A
und Leukozyten Exosomen jeweils mehr als 20 % der Reads aus. In HCAEC und 1BR.3 wurde

miR-122-5p mit 35 bzw. 12 % der Reads nachgewiesen.

Tabelle 4.3: Anzahl identifizierter microRNAs (=50 reads) in Exosomen und Anzahl der Gesamtreads
pro Bibliothek

MCF10A Leukozyten HCAEC 1BR.3

identifizierte miRNA 173 335 98 76

Anzahl| Gesamtreads 3,2 x 10° 13,6 x 10° 1,4 x 108 5,5x10°




30
25

200000
180000
160000
140000
120000
100000

20

15
10

MCF10A

B baseMean % der Gesamtreads

80000
60000
40000
20000

dg-T6T-ylw-esy
de-T0T-Ylw-esy
dg-eg6-ylw-esy
dg-gz-yiw-esy
ds-pzz-ylw-esy
de-Tzz-ylw-esy
dg-qr8T-Yyiw-esy
| de-esz-yiw-esy

| de-ecoz-yiw-esy
dg-z8T-ylw-esy
dg-egz-ylw-esy
dg-eg/e-yiw-esy
dg-zz-yiw-esy
de-q/z-yiw-esy
dg-q66-yiw-esy
dg-egz-ylw-esy
dg-eze-ylw-esy
dg-j/-19]-esy
dg-8/-19|-esy
dg-e/-19)-esy
dg-2002Z-y!w-esy
dg-eTsT-yiw-esy
dg-pz-yiw-esy
dg-qz-191-esy
de-gzp-ylw-esy
dg-1£-39]-esy
dg-eTgT-yIw-esy
dg-G0z-ylw-esy
dg-egyT-yiw-esy
dg-00T-y!w-esy
dg-TZ-yIw-esy

40

90000
80000

35

o 1n o
m N N
Q
w
<
O
I

v
o
o
o
g
5
£
o
w
-
o
e
7}
o
R
c
©
Y
=
e
w
(]
8
8888
ISE-R=-R=]
< E-E-R]
N O Wn s

15
10

30000
20000
10000

0

R
o
)-%
&

f\,b‘

&
&

]
%“’?)
~
&
&

-4
‘\‘7

R R
N
&

Q 3
o A P
P& E &
g & &
AN ‘(\,”b \(\,_;b

R R R
WA @
S A
& g &
& &

12000

% der Gesamtreads

mmm baseMean

8
(=]
o
—

o © © ©
o © © ©
© O © O
0 W < N

1BR.3

dg-T6T-Y!w-esy
dg-eeeT-yiw-esy
dg-zz-ylw-esy
dg-eTgT-ylw-esy
dg-gz-yiw-esy
de-egz-yiw-esy
de-gzp-ylw-esy
de-q/z-yiw-esy
de-pz-yiw-esy
dg-e/z-ylw-esy
dg-gZp-ylw-esy
eTSp-ylw-esy
dg-eTST-ylw-esy
dg-8/-19|-esy
dg-ege-ylw-esy

“-REET-YIW-BsY

dg-98p-yiw-esy
dg-qoT-Yiw-esy
dg-qz-33|-esy
dg-e/-13-esy
dg-j£-39)-esy
dg-TzZ-yiw-esy
dg-9zT-y1w-esy
dg-egz-yiw-esy
de-egp1-yiw-esy
de-epT-ylw-esy
de-Tzz-ylw-esy
dg-1£-19)-esy
dg-00T-y1w-esy
dg-£ZT-Ylw-esy
dg-ZzT-Ylw-esy

25

1000000

900000
800000
700000

600000

20

% Of total reads

mmm baseMean

15

500000
400000
300000
200000
100000

10

leukozyten

0

dg-05T-YIw-esy
dg-9zT-ylw-esy
de-egz-yiw-esy
de-qgyT-yiw-esy
de-pz-ylw-esy
dg-egz-ylw-esy
dg-eT8T-yiw-esy
ds-qz-19]-esy
ds-T6T-ylw-esy
dg-S8T-ylw-esy
de-ee6T-Yiw-esy
dg-£T-yiw-esy
de-£Zp-yiw-esy
dg-eze-ylw-esy
dg-z-yiw-esy
eTSp-yiw-esy
dg-eg/g-yiw-esy
dg-q9z-yiw-esy
dg-eg0T-yIw-esy
dg-epz-yiw-esy
dg-e/-331-esy
de-ToT-ylw-esy
dg-gST-ylw-esy
dg-egpT-yiw-esy
dg-egz-ylw-esy
dg-egpT-yiw-esy
dg-qopT-yiw-esy
dg-j£-19)-esy
dg-1£-39)-esy
dg-8/-19)-esy
ds-1Z-y1w-esy

Haufigkeit von microRNAs in Exosomen aus den verschiedenen Zelltypen

ive

relat

Abbildung 4.4



Ein Vergleich aller in Exosomen identifizierten microRNAs zeigte deutliche Unterschiede
zwischen den Zellsystemen. In Exosomen aus 1BR.3 Fibroblasten wurden lediglich 76 miRNAs
identifiziert, wogegen in Exosomen aus Leukozyten liber 335 miRNAs gefunden wurden. Ein
erheblicher Anteil dieser microRNAs wurde in Exosomen aus allen vier Zelltypen
nachgewiesen. Dies wird sowohl bei Betrachtung der TOP50 exprimierten (25 von 50 miRNAs
werden in Exosomen aus allen vier Zelltypen) als auch bei allen identifizierten microRNAs (58
gemeinsame miRNAs) ersichtlich. Dieser Befund legt ein spezifisches , Core Set” von
microRNAs in Exosomen nahe und wirft die interessante Frage nach spezifischen
Beladungsmechanismen auf. Eine erste bioinformatische Analyse der miRNA Sequenzen

konnte jedoch noch keine gemeinsamen Sequenzmotive in diesen miRNAs identifizieren.




Abbildung 4.5: Venn Diagramm der microRNA Population in Exosomen aus verschiedenen
Zellsystemen (A) TOP50 exprimiert, (B) alle identifizierten microRNAs

4.4.4.3 Strahlenregulierte miRNAs

Zur Untersuchung potentieller Unterschiede in der microRNA Zusammensetzung von
Exosomen aus unbestrahlten und bestrahlten Zellen wurden die gesamten NGS-Daten eines
Zelltyps einer Principal Component Analyse (PCA) unterzogen. Die Clusterbildung der
Kontrollen bzw. der bestrahlten Proben ist in Abbildung 4.6-4.9 dargestellt. Dabei ist fir alle
vier Zellsysteme die Separierung zwischen Exosomen aus bestrahlten und unbestrahlten

Zellen ersichtlich. Eine dosis-abhangige Clusterbildung ist nur fir Leukozyten klar ersichtlich.

Zur Identifizierung signifikant veranderter microRNAs wurden FDR-korrigierte p-Werte (padj-
Wert) aus drei biologischen Replikaten berechnet. microRNAs, die mit > 50 reads identifiziert,
und mit einer <1 bzw. > 1 log2-fachen Veranderung und einem padj-Wert von < 0.05 gefunden
wurden, wurden als statistisch signifikant reguliert betrachtet. Der Vergleich von Exosomen
aus unbestrahlten Zellen und Zellen die bestrahlt wurden ergab fiir die vier untersuchten
Zellsysteme unterschiedliche Resultate. In 1BR.3 wurde lediglich microRNA miR-203a-5p als
strahlenreguliert bei allen drei untersuchten Dosen gefunden (Tabelle 4.7). Deutlich mehr
strahlenregulierte miRNAs wurden in den anderen Zellsystem gefunden. In MCF10A wurden

9 hochregulierte und 2 herunterregulierte miRNAs (Tabelle 4.4A, B) und in HCAEC 23 erhohte



und 19 nach Bestrahlung erniedrigte miRNAs gefunden (Tabelle 4.6A, B). Diese
Veranderungen waren allerdings alle nach 6 Gy Bestrahlung vorhanden, die geringeren Dosen
flihrten zu keinen signifikanten Veranderungen. Im Gegensatz dazu wurde in Exosomen aus
Leukozyten nach allen drei Dosen veranderte miRNAs detektiert. Nach 0,1 Gy waren 2 erhoht
und eine erniedrigt, nach 2 Gy 6 hoch und 9 erniedrigt und nach 6 Gy entsprechend 9 und 16
miRNAs (Tabelle 4.5A, B). Insgesamt waren die absoluten Veranderungen mit einem Bereich

zwischen 8 und 0,1 gemalRigt.

Tabelle 4.4.1: MCF10A — hochregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen Dosen,
padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean |log2FoldChange padj
6 Gy | hsa-miR-34c-5p 364,83 2,53 2,39E-31
hsa-miR-95-3p 94,42 1,76 1,51E-07
hsa-miR-514a-3p 68,51 1,58 3,33E-05
hsa-miR-509-3p 152,04 1,52 4,10E-09
hsa-let-7g-5p 8329,44 1,14 1,39E-07
hsa-miR-941 159,34 1,11 6,27E-05
hsa-miR-200c-3p 787,18 1,10 1,61E-11
hsa-miR-146a-5p 51,01 1,09 2,95E-02
hsa-miR-93-5p 508,02 1,02 9,93E-04

Tabelle 4.4.2: MCF10A — herunterregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen
Dosen, padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean log2FoldChange padj

6 Gy | hsa-miR-1-3p 76,53 -1,06 2,35E-03

hsa-miR-3168 272,29 -1,10 1,39E-03




Abbildung 4.6: MCF10A - Principal component analysis (PCA) der microRNA Expression in

bestrahlten und bestrahlten Proben.

Tabelle 4.5.1: Leukozyten — hochregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen

Dosen, padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean log2FoldChange padj
0,1Gy |let-7e-5p 1975,10 1,35 1,21E-03
miR-147b 171,44 1,01 1,21E-03
2 Gy miR-34a-5p 831,04 2,75 5,12E-67
miR-20b-5p 5507,84 1,39 5,02E-05
miR-106a-5p 5424,13 1,36 1,26E-02
miR-147b 171,44 1,28 3,95E-06
miR-155-5p 152345,19 1,10 4,41E-19
miR-139-5p 1691,01 1,02 6,27E-09
6 Gy miR-34a-5p 831,04 2,78 7,33E-68
miR-34c-5p 422,01 1,42 2,08E-10




miR-20a-5p 86199,02 1,33 1,09E-02
miR-1299 156,81 1,27 6,86E-13
miR-106a-5p 5424,13 1,27 2,70E-02
miR-20b-5p 5507,84 1,23 5,47E-04
miR-17-5p 37053,28 1,14 5,75E-03
miR-101-3p 89243,30 1,13 1,31E-05
miR-125b-5p 285,33 1,06 2,93E-07

Tabelle 4.5.2: Leukozyten— herunterregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen

Dosen, padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean log2FoldChange padj
0,1 Gy | miR-493-5p 180,33 -1,32 1,26E-09
2 Gy miR-23b-3p 1258,41 -1,04 6,74E-13
miR-338-5p 295,38 -1,04 6,27E-09
miR-30d-5p 13428,16 -1,04 3,44E-25
miR-1260b 187,45 -1,05 5,96E-12
miR-331-3p 153,67 -1,12 1,21E-09
miR-511-5p 470,76 -1,17, 9,22E-06
miR-493-5p 180,33 -1,22 2,60E-09
miR-451a 54907,66 -1,23 1,26E-10
miR-3168 629,88 -2,10 3,35E-02
6 Gy miR-151b 309,42 -1,05 9,76E-05
let-7d-5p 9330,03 -1,06 3,48E-04
let-7e-5p 1975,10 -1,09 8,40E-03
miR-132-3p 2979,58 -1,11 1,66E-21
miR-23a-3p 27497,62 -1,11] 1,02E-11




miR-574-5p 101,70 -1,16 4,42E-03
miR-23b-3p 1258,41 -1,17 2,05E-16
miR-133a-3p 200,18 -1,23 3,68E-11
miR-4433b-3p 281,28 -1,23 1,41E-03
miR-574-3p 295,26 -1,23 2,26E-11
miR-212-3p 157,09 -1,33 2,32E-08
miR-197-3p 336,78 -1,43 1,88E-20
miR-4286 176,88 -1,47 8,80E-15
miR-326 259,57 -1,64 2,24E-17
miR-451a 54907,66 -1,69 6,86E-20
miR-331-3p 153,67 -1,81 7,62E-21
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Abbildung 4.7: Leukozyten - Principal component analysis (PCA) der microRNA Expression in
bestrahlten und bestrahlten Proben.




Tabelle 4.6.1: HCAEC - hochregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen Dosen,
padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean |log2FoldChange padj
6 Gy | hsa-miR-148a-3p 12876,89 3,96 3,81E-14
hsa-miR-122-5p 81431,15 3,02 3,81E-14
hsa-miR-127-3p 905,69 2,20 2,64E-11
hsa-miR-151a-3p 24728,11 2,09 9,94E-05
hsa-miR-10b-5p 902,21 2,05 3,94E-06
hsa-miR-381-3p 118,49 1,86 1,81E-05
hsa-miR-99b-5p 350,07 1,75 5,30E-06
hsa-miR-143-3p 248,32 1,73 9,92E-09
hsa-miR-92a-3p 720,77 1,66 3,22E-05
hsa-miR-423-5p 9988,83 1,59 2,80E-05
hsa-miR-28-3p 119,31 1,57 5,37E-05
hsa-miR-30e-3p 309,31 1,52 1,97E-03
hsa-miR-2682-5p 118,70 1,51 1,90E-02
hsa-miR-486-5p 394,98 1,49 1,14E-07
hsa-miR-432-5p 111,43 1,39 2,68E-03
hsa-miR-409-3p 271,40 1,28 2,35E-04
hsa-miR-30a-3p 286,43 1,26 1,63E-03
hsa-miR-25-3p 286,84 1,25 1,61E-05
hsa-miR-193b-5p 122,64 1,22 1,08E-02
hsa-miR-379-5p 239,87 1,20 2,83E-05
hsa-miR-101-3p 346,11 1,11 1,81E-03
hsa-miR-378a-3p 103,66 1,07 3,05E-03




Tabelle 4.6.2: HCAEC — herunterregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen Dosen,
padj: auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean |log2FoldChange padj
6 Gy | hsa-miR-99a-5p 2734,92 -1,17 6,24E-03
hsa-miR-222-3p 625,86 -1,19 2,88E-03
hsa-miR-320a 3344,21 -1,23 8,80E-04
hsa-miR-181a-5p 430,33 -1,28 2,53E-03
hsa-let-7d-5p 150,36 -1,32 9,38E-03
hsa-miR-191-5p 141,95 -1,34 2,38E-02
hsa-miR-193a-5p 330,45 -1,40 1,43E-03
hsa-miR-125b-5p 128,83 -1,42 1,90E-02
hsa-miR-27a-3p 1607,16 -1,47, 1,02E-02
hsa-let-7g-5p 1381,20 -1,48 8,57E-03
hsa-miR-21-5p 10444,19 -1,63 8,38E-04
hsa-miR-218-5p 165,33 -1,68 1,45E-05
hsa-miR-26b-5p 135,48 -1,69 1,10E-03
hsa-miR-29a-3p 455,42 -1,71] 3,43E-04
hsa-miR-24-3p 947,61 -1,72 8,65E-05
hsa-miR-20a-5p 105,75 -2,32 8,33E-09
hsa-miR-221-3p 622,33 -2,36 2,43E-06
hsa-miR-186-5p 1424,72 -2,78 1,30E-07
hsa-miR-23a-3p 4777,17 -2,92 4,60E-07
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Abbildung 4.8: HCAEC - Principal component analysis (PCA) der microRNA Expression in bestrahlten

und bestrahlten Proben.

Tabelle 4.7: 1BR.3 — hochregulierte microRNAs (base mean: mittlere Readzahl bei allen Dosen, padj:
auf multiples Testen korrigierter p-Wert)

baseMean |log2FoldChange padj
0,1 Gy |hsa-miR-203a-3p 87,74 2,02 7,00E-08
2 Gy hsa-miR-203a-3p 87,74 2,07 1,79E-08
6 Gy hsa-miR-203a-3p 87,74 1,49 2,12E-03
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Abbildung 4.9: 1BR.3 - Principal component analysis (PCA) der microRNA Expression in bestrahlten
und bestrahlten Proben.

Ein Vergleich der strahlenregulierten microRNAs in den verschiedenen Zelltypen ist in
Abbildung 10 dargestellt. Es ist ersichtlich, dass nur wenige zelltyp-lbergreifend,

strahlenregulierte microRNA identifiziert werden konnten.

Abbildung 4.10: Vergleich strahlenregulierter microRNAs in den verschiedenen Zelltypen



4.4.4.4 Validierung strahlenregulierter microRNAs

Aus den in 4.4.3.3 identifizierten strahlen-regulierten microRNAs wurden Kandidaten-
microRNAs fiir eine weitere Validierung mittels gPCR ausgewadhlt. Die Kriterien fiir die
Auswahl waren (i) Expressionsniveau (ii) Grad der Regulation (iii) Regulation bei
verschiedenen Dosen. Zusatzlich zur Validierung der NGS-Daten (24 h nach Bestrahlung),
wurden auch Exosomenpraparationen, die 12 und 48 h nach Bestrahlung isoliert wurden,
analysiert (analog zu Proteinanalysen in AP2). Ein reproduzierbarer Nachweis der miRNAs
konnte an den 24 und 48 h nach Bestrahlung gewonnenen Isolaten durchgefiihrt werden
(Abbildung 4.11A-D). Alle ausgewdahlten microRNAs konnten auch in gPCR Analysen in den
nach 24 h isolierten Proben erfolgreich nachgewiesen werden und die zuvor mittels NGS
ermittelten Regulationen konnten zumindest tendenziell in den allermeisten Proben bestatigt
werden. Auch in nach 48h isolierten Exosomen war die zum friheren Zeitpunkt gefundene
Regulation weiterhin sichtbar. 12h nach Behandlung gewonnene Exosomenisolate zeigten,
wie auch bei den Proteinanalysen gefunden (siehe AP2) keinen reproduzierbaren Nachweis
von miRNAs. Es ist davon auszugehen, dass die zu diesem Zeitpunkt akkumulierte Menge an

Exosomen fur einen Nachweis nicht ausreichte.
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Abbildung 4.11A. microRNA Expression in Exosomen aus Leukozyten. Die Expression ausgewahlter
microRNAs wurde mittels gPCR gemessen. Auf der y-Achse ist die n-fache Regulation im Vergleich zu
Exosomen aus unbestrahlten Zellen gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten + Standardabweichung, * p < 0,05 (Student T-Test), hellgrau = Regulation nach 24 h,
dunkelgrau = Regulation nach 48h).
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Abbildung 4.11B: microRNA Expression in Exosomen aus MCF10A. Die Expression ausgewahlter
microRNAs wurde mittels gPCR gemessen. Auf der y-Achse ist die n-fache Regulation im Vergleich zu
Exosmen aus unbestrahlten Zellen gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten + Standardabweichung, * < 0,05 (Student T-Test), hellgrau = Regulation nach 24 h,
dunkelgrau = Regulation nach 48h.
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Abbildung 4.11C: microRNA Expression in Exosomen aus 1BR.3. Die Expression ausgewdhlter
microRNAs wurde mittels gPCR gemessen. Auf der y-Achse ist die n-fache Regulation im Vergleich zu
Exosomen aus unbestrahlten Zellen gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten + Standardabweichung, * p < 0,05 (Student T-Test), hellgrau = Regulation nach 24 h,
dunkelgrau = Regulation nach 48h).
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Abbildung 4.11D. microRNA Expression in Exosomen aus HCAEC. Die Expression ausgewdhlter
microRNAs wurde mittels gPCR gemessen. Auf der y-Achse ist die n-fache Regulation im Vergleich zu
Exosomen aus unbestrahlten Zellen gezeigt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei biologischen
Replikaten + Standardabweichung, * p < 0,05 (Student T-Test), hellgrau = Regulation nach 24 h,
dunkelgrau = Regulation nach 48h).

4.5. Zusammenfassung

Die molekulare Zusammensetzung von Exosomen zeigt sich charakteristisch flr verschiedene
pathologische Bedingungen (Nilsson 2009) und zahlreiche Studien schlagen Exosomen als
attraktive Biomarker mit diagnostischen Potential in verschiedenen Erkrankungen vor (Al-
Nedawi et al. 2009, De Toro et al. 2015). In dieser Studie zeigen wir, dass ionisierende
Strahlung Veranderungen in der microRNA-Zusammensetzung von Exosomen aus

verschiedenen gesunden Spenderzellen induziert. Diese Veranderungen waren Uberwiegend



zelltyp-spezifisch und keine einzige microRNA wurde in allen Zelltypen als strahlenreguliert
gefunden. Interessanterweise konnte fiir einige microRNAs eine Dosis-abhangige Regulation

gefunden werden, was diese als Kandidaten in der Biodosimetrie nahelegt.

Die in dieser Studie identifizierte strahlen-regulierten microRNAs sollten unter weiteren
experimentellen Bedingungen untersucht werden um deren zeit- und dosis-abhangige
Regulation detaillierter aufzuklaren. Ebenso wie die Proteinzusammensetzung von Exosomen
aus Leukozyten, ermutigen auch die Daten der microRNA-Analysen zu weiteren Projekten in

denen das Potential exosomaler microRNAs in der Biodosimetrie analysiert wird.

Der exosomen-vermittelte Transfer von microRNAs ist von pysiologischer Bedeutung und
microRNAs aus Exosomen werden in Empfangerzellen internalisiert und verandern deren
Phanotyp (Valadi et al., 2007). Die in dieser Studie gefunden Daten erdffnen die interessante
Frage nach den Funktionen exosomaler microRNAs in der Strahlenantwort von gesunden,

nicht malignen Zellen.
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5. Bestimmung von microRNAs und ausgewahlten
Proteinen in Exosomen von Radiotherapiepatienten

5.1 Aufgabenstellung AP5

In diesem Arbeitspaket wurde untersucht, in wieweit exosomale Strahlenexpositionsmarker
die von Lymphozyten freigesetzt wurden (AP2 und AP4) auch nach in vivo Bestrahlung
nachgewiesen werden konnen. AuRerdem wurde die Stabilitdit von strahleninduzierten
Veranderungen untersucht. Dazu wurden Proteine und microRNAs in Exosomen analysiert,
die aus dem Blutplasma von Strahlentherapiepatienten isoliert wurden. Die Analysen
erfolgten mittels Western Blot und gqPCR fiir ausgewahlte Kandidaten, die in AP2 und AP4
detektiert wurden. Als Patientenkollektiv dienten 30  Plasmaproben von
Brustkrebspatientinnen. Es wurden Proben vor und nach Ende (6 Wochen, 3 Monate) der
Strahlentherapie analysiert. Die Daten der in vitro Bestrahlungsexperimenten wurden mit den

in vivo Daten korreliert.

5.2 Hintergrund

Exosomen sind extrazellulare Vesikel, die von allen bisher untersuchten Zellen durch Fusion
intrazellularer mulivesikuldarer Kérperchen mit der Plasmamembran sekretiert werden. Sie
werden in allen Korperflissigkeiten nachgewiesen und beinhalten Nukleinsdauren, Lipide und
Proteine, die sich sowohl im Inneren von Exosomen als auch auf deren Oberflachen befinden
konnen (Yanez-Mo et al. 2015). Im Gegensatz zu anderen extrazellularen Vesikeln zeigen
Exosomen eine homogene GréRenverteilung zwischen 50 und 200 nm.

Funktionell sind Exosomen an einer Vielzahl biologischer Funktionen, sowohl unter
pysiologischen als auch pathologischen Bedingungen, beteiligt. Beispielsweise tragen aus
Tumorzellen sekretierte Exosomen zur Tumorigenese, Bildung von Metastasen und auch zur
Regulation der Aktivitdit von Immunzellen bei. Auch Exosomen aus Immunzellen sind
wesentlich an der Regulation der Immunantwort beteiligt.

Einige Studien charakterisierten bereits die Proteinbeladung von Exosomen aus

verschiedenen Zelltypen und auch stress-induzierte Veranderungen sind bereits beschrieben



(de Jong et al. 2012). Erste wenige Studien beschreiben durch ionisierende Strahlung
induzierte Verdnderungen in Zellkultursystemen oder nach ex vivo Bestrahlung von Blut

(Arscott et al. 2013, Jelonek et al. 2015, Yentrapalli et al. 2017, Mutschelknaus et al. 2017).

5.3 Durchfihrung

5.3.1 Patientenkollektiv

Die untersuchten Proben sind Bestandteil der IMEP-Studie (Immunologische und
epigenetische Phanomene der lokalen Strahlentherapie), die im Zeitraum von August 2012 bis
Mai 2013 am Klinikums Rechts der Isar durchgefiihrt wurde. Die Proben wurden von
Brustkrebspatientinnen gewonnen, die bei einem invasiven Mamma-Karzinom mit einer
adjuvanten Strahlentherapie nach Brusterhaltender Operation behandelt wurden.
Patientinnen mit Zweittumoren, Metastasen oder vorangegangenen Strahlentherapien bzw.
immunsuppressiver Therapien wurden ausgeschlossen. Alle Plasmaproben wurden konstant

bei -80°C gelagert. Die Proben wurden 6 Wochen und 3 Monate nach der Therapie
genommen. Als Kontrolle dienten gepoolte Proben von jeweils drei gesunden Spendern.

5.3.2 Isolierung von Exosomen
Exosomen wurden aus 500 pl Plasma isoliert. Dazu wurden die Proben zunachst mit 300 g, (10

min, 4 ©C) zur Abtrennung von Zellen und dann mit 10.000 g (30 min, 4 °C) zur Entfernung
von Zellfragmenten zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma zur Entfernung grofRerer
Vesikel filtriert (0,22 um PorengrofRe). Die Prazipitation der Exosomen erfolgte mittels

miRCURY Exosome Isolation Kit (Exiqon, #300102). Dazu wurden je 500 ul Plasma mit 200 ul

Precipitation Buffer versetzt, gut gemischt und iiber Nacht bei 4 OC inkubiert. AnschlieRend
wurden die Exosomen durch Zentrifugation (3200 g, 30 min, RT) pelletiert, der Uberstand

verworfen und die Exosomen in 35 ul Lyse-Puffer resuspendiert.

5.3.3 Partikelanalyse

Die GroRenverteilung und Konzentration isolierter Exosomen wurde im Nanosight LM10



Mikroskop (Malvern) analysiert. 2 pul Exosomenpraparationen wurden im Verhaltnis 1:600 mit

H>O verdiinnt um eine ungefahre Konzentration von 15 bis 50 Partikel pro Bildausschnitt fur

die Bewegungsanalyse zu haben. Jede Probe wurde dreimal fiir jeweils 30 s gemessen.

5.3.4 RNA Isolierung

Die Isolierung von miRNAs aus Exosomen erfolgte mittels miRCURY RNA Isolation Kit (Exigon,
#300110) nach den Angaben des Herstellers. Die Konzentration der RNA Proben wurde mittels

Nanodrop durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die RNA Isolate bei -80°C gelagert.

5.3.5 Quantifizierung spezifischer microRNAs

Die Expressionsbestimmung ausgewahlter miRNAs erfolgte mittels quantitativer real-time
PCR. Dazu wurde die miRNAs zuerst in cDNA transkribiert (TagMan Advanced MicroRNA cDNA
Synthesis Kit, Applied Biosystems). Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers. Dieses Kit beinhaltet keine spezifischen Primer und die generierte cDNA kann fir

alle zu analysierenden miRNAs eingesetzt werden.

Fir die anschlieBende gPCR wurde das TagMan Advanced miRNA Kit (#A25576, Applied,
Biosystems) verwendet. Die Durchfiihrung erfolgte ebenfalls nach den Herstellerangaben mit
20 ul einer 1:5 Verdinnung der zuvor erzeugten cDNA und den entsprechenden TagMan

Advanced microRNA Primern (Applied Biosystems).

5.3.6 Quantifizierung der Proteinmenge

Die Proteinmenge in Exosomenlysaten wurde mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific) bestimmt. Die Bestimmungslosung bestand aus einer Mischung von BCA
Reagent A und BCA Reagent B im Verhaltnis 50:1. 200 pl dieser Lésung wurden mit 20 pl
verdiinntem Lysat gemischt und 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die Absorption
bei 562 nm gemessen (Infinite® 200 PRO (Tecan). Die Proteinmenge wurde anhand einer

Kalibierkurve mit BSA in bekannten Konzentrationen ermittelt.



5.3.7 Quantifizierung spezifischer Proteine

Die Quantifizierung spezifischer exosomaler Proteine erfolgte mittels Western Blot. Die Lyse
von Exosomen erfolgte durch Zugabe von 20 pl Lyse-Puffer Il (25 mM Tris pH 7.5, 120 mM
NaCl, 1% Triton X-100, 1% PSMF, 1 mM NOV, 1 mM Leupeptin) zu 40 ul Exosomen-Suspension
(isoliert aus 1.5 x 107 Zellen). Dazu wurden die Proben 4 h auf Eis unter wiederholtem Mischen
inkubiert. Anschliefend wurde die Proteinkonzentration mittles BCA-Technologie ermittelt
(PierceTM BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientifc). AnschlieBend wurden 2 ug
exosomale Proteine nach einem Standard Western Blot Protokoll analysiert. Folgende
Antikorper wurden verwendet: Anti- ALIX (#2171, Cell Signaling), anti-CD9 (sc-13118, Santa
Cruz), anti-TSG101 (GTX70255, GeneTex), anti-Calnexin (sc11397, SantaCruz), anti-ITIH4
(ab118283, Abcam), anti-VWF (sc-53466, Santa Cruz), anti-Ku70 (sc-5309, Santa Cruz), anti-
ENO (sc-271384, Santa Cruz). Als sekundéare Antikorper dienten die Meerrettich-Peroxidase
konjugierter Antikoérper (anti-rabbit: sc-2004 und anti-mouse: sc-2005) und die Detektion
erfolgte mittels Chemolumineszenz (Amersham ECL reaction kit, GE Healthcare). Die Normal-

isierung aller Proteinexpressionen erfolgte auf die Gesamtproteinmenge (Ponceau-Farbung).

5.4 Ergebnisse

5.4.1 Charakterisierung von Exosomen aus Plasma

Zur lIsolierung von Exosomen wurde aufgrund der geringen Menge des vorhandenen
Ausgangsmaterials die Methode der Exosomen Prazipitation anstelle der in AP2-AP4
verwendeten differentiellen Zentrifugation eingesetzt. Vorversuche an Plasmaproben von
gesunden Spendern zeigten, dass mit dem urspringlichen Protokoll keine ausreichenden
miRNA bzw. Protein Mengen gewonnen werden konnten (Daten nicht gezeigt). Im
Gegensatz dazu konnte mittels Prazipitation ausreichende Mengen an Exosomen aus 500
ul Plasma isoliert werden. Die Charakterisierung der Exosomen erfolgte mittels
Nanopartikelanalyse und Nachweis von Exosomenmarkerproteinen exemplarisch an drei
biologischen Replikaten von gesunden Spendern. Sowohl die GroRenverteilung (mittlerer
Durchmesser 140 nm) als auch der Nachweis von Exosomenmarkerproteinen bestatigt

die Isolierung von Exosomen



(Abbildung 5.1). Daruiberhinaus zeigt der negative Nachweis von Calnexin die Abwesenheit

zelluldrer Verunreinigungen an.
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Abbildung 5.1: Western Blot von Exosomen aus dem Plasma gesunder Spender (oben), Partikelanalyse
von Exosomen aus Plasma (gesunder Spender) mittels Nanosight Tracking Analysis (unten).



5.4.2 Quantifizierung exosomaler RNA bzw. Proteinmengen

Als ersten Schritt zur Analyse der aus dem Blut von Strahlentherapiepatienten
gewonnenen Exosomen erfolgte die Quantifizierung der isolierten RNA bzw. Proteinmenge.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 5.1 und Abbildung 5.2 zusammengefasst. Die RNA
Menge lag in allen untersuchten Proben zwischen 90 und 600 ng RNA aus 500 pl
Plasma (Volumen aus dem Exosomen isoliert wurden). Die gewonnenen Proteinmengen
lagen zwischen 850 und 2300 pg. Weder die RNA noch die Proteinmenge zeigte
signifikante Veranderungen im Verlauf der Therapie.

Tabelle 5.1: RNA und Proteinmengen in Exosomen, die aus Plasma von Strahlentherapiepatienten
isoliert wurden. ES/MS Initialen der Probennehmer.



Nr. Sample Entnahme RNA ng/ul Protein pg/pl
1 AE081040 01.10.12 ES 13,11 56,9
2 AE081040 11.01.13 ES 2,71 46,7
3 AE081040 08.07.13 MS 5,64 -
4 AW171046 02.11.12 ES/MS 3,43 37,3
5 AW171046 11.02.13 ES/MS 4,32 34,6
6 AW171046 24.07.13 3,28 34,2
7 CF030768 22.11.12 ES/MS 2,13 51,4
8 CF030768 05.03.13 ES/MS 6,35 62,9
9 CF030768 05.08.13 ES/MS 10,62 --
10 DN090861 05.11.12 ES/MS 6,81 35,2
11 DN090861 13.02.13 ES/MS 8,4 35,9
12 DN090861 13.08.13 ES 5,74
13 GR210936 29.10.12 ES/MS 10,35 52,4
14 GR210936 12.02.13 ES 7,94 42,9
15 GR210936 21.05.13 ES/MS 5,28 -
16 GS010152 19.11.12 ES/MS 6,52 42,9
17 GS010152 19.02.13 ES/MS 10,14 --
18 GS010152 30.07.13 ES/MS 16,75 -
19 HD271049 23.10.12 MS/ES 7,82 24,4
20 HD271049 29.01.13 ES 8,31 --
21 HD271049 30.04.13 ES/MS 6,63 64,9
22 1B180540 19.11.12 ES/MS 12,28 30,5
23 1B180540 12.03.13 ES/MS 6,42 -
24 1B180540 02.09.13 ES/MS 20,5 --
25 IR190966 13.11.12 ES/MS 13,64 38,4
26 IR190966 11.02.13 ES/MS 24,37 58,5
27 IR190966 11.06.13 ES/MS 6,95 --
28 IR300766 31.10.12 ES/MS 7,28 66,2
29 IR300766 01.03.13 ES 18,72 -
30 IR300766 04.09.13 ES/MS 16,37 --
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Abbildung 5.2: RNA (links) und Proteinmengen (rechts) in Exosomen aus Strahlentherapiepatienten
vor Bestrahlungsbeginn (A) und 6 Wochen (B) bzw. 3 Monate (C) nach der Therapie.

5.4.3 Quantifizierung spezifischer microRNAs

Mittels qPCR wurden ausgewadhlte microRNAs in Exosomen aus Strahlentherapiepatienten
quantifiziert. Die microRNAs wurden aufgrund der Ergebnisse von AP4 ausgewadhlt. Die
Kriterien waren eine strahleninduzierte Regulation in Exosomen aus Lymphozyten
und zusatzlich ein ausreichendes Expressionsniveau (Tabelle 5.2). Auf dieser Grundlage
wurden die microRNAs let-7e, miR-34a-5p, miR-106a-5p, miR-155-5p und miR-451 fir die
Bestimmung ausgewadhlt. Vier der finf ausgewadhlten microRNAs konnten in den
Patientenproben gut detektiert werden. Allein miR-34a-5p lag in vielen Praparationen unter
der Nachweisgrenze. Tabelle 5.3 und Abbildung 5.3 zeigt die n-fache Verdanderung dieser
microRNAs 6 Wochen und 3 Monate nach Therapieende im Vergleich zur Expression vor
Bestrahlungsbeginn. Insgesamt konnte fir die allermeisten Proben strahleninduzierte
Veranderungen festgestellt werden, was zeigt, dass ionisierende Strahlung die
Exosomenzusammensetzung nach Therapieende beeinflusst. Inwieweit es sich dabei um
stabile, (iber mehrere Monate anhaltende oder spat auftretende Effekte handelt, muss in
weiteren Untersuchungen geklart werden. Die Uber alle Patienten konsistenteste
Verdanderung zeigte miR-155-5p, die in 18 von 20 untersuchten Proben nach Bestrahlung

hochreguliert gefunden wurde.



Tabelle 5.2: n-fache Regulation ausgewahlter exosomaler microRNAs aus primdren Lymphozyten.
Die Expression wurde auf miR-26a-5p normalisiert. (siehe AP 4)

microRNA 0,1 Gy 2 Gy 6 Gy
Let-7e-5p | 2,5 1 0,5
miR-34a-5p | 1 6,7 6,8
miR-34c-5p | 1 1 2,7
miR-106a-5p | 1 2,6 2,4
miR-155-5p | 1 2,1 1.4
miR-451a | 1 0,4 0,3




Tabelle 5.3: n-fache Veranderung von microRNAs 6 Wochen und 3 Monate nach Ende der

Strahlentherapie im Vergleich zu den entsprechenden unbestrahlten Proben

let-7e 3Wochen  6Monate  miR-155-5p 3 Wochen 6 Monate
AE081040 0,82 1,36  AE081040
AwW171046 269 133  AW171046
CF030768 0,44 1,01 CF030768
DN090861 1,51 1,26  DNO090861
GR210936 0,52 058  GR210936
cso10152 [  Gso10152
HD271049 1,57 06  HD271049
B180540 | 244 317  1B180540
ir190966 |G 1,69  IR190966
IR300766 1,17 083  IR300766

miR-106a-5p 3 Wochen 6Monate  miR-451 3 Wochen 6 Monate

AE081040 0,71 ( AE081040 0,63 0,42
Aw171046 218 124  AW171046 0,52 0,93
CF030768 0,63 099  CF030768 049 291
DN090861 0,95 097  DN090861 0,95 1,35
cra1003c 018  GR210936 1,49 1,62
GS010152 nd. nd.  GS010152 1,100 18
HD271049 0,98 HD271049 08, 021
1180540 nd.| 1B180540

IR190966 IR190966

IR300766 1,14 024  IR300766

miR-34a-5p 3 Wochen 6 Monate
AE081040 n.d. n.d.
AW171046 n.d.
CF030768
DN090861 n.d.
GR210936 042 312
GS010152 n.d. n.d.
HD271049 nd. n.d.
IB180540  n.d. n.d.

IR190966  n.d. [ 1670
iR300766 |GGG .o
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Abbildung 5.3: Deregulation exosomaler miRNAs im Plasma von Strahlentherapiepatientinnen.
Gezeigt ist die n-fache Verdnderung (3 Wochen bzw. 6 Monate) im Vergleich zu unbestrahlten Proben.

Interessanterweise wurde miR-155-5p auch akut nach Bestrahlung (72h)* in Exosomen aus
Lymphozyten von gesunden Spendern erhoht gefunden. Somit kdnnten akut nach Bestrahlung
aus Lymphozyten freigesetzte Exosomen zu einer erhohten exosomalen miR-155-5p
Konzentration im Plasma von Strahlentherapiepatienten beitragen. Da Exosomen in der Lage
sind von anderen Zellen aufgenommen zu werden und ihren Inhalt an die Empfangerzelle
abgeben, konnte ein erhohter miR-155-5p Gehalt auch zu funktionellen Auswirkungen in

Empfangerzellen fihren. * (in vitro)



miR-155-5p wird derzeit als Schlisselregulator in der Immunantwort beschrieben der
besonders bei der Regulation von Entzlindungsprozessen an der Aktivierung von Monozyten,

Makrophagen und dentritischen Zellen beteiligt ist (Alivernini, 2018).

5.4.4 Quantifizierung spezifischer Proteine

Mittels Western Blot wurden ausgewahlte Proteine in  Exosomen  aus
Strahlentherapiepatientinnen quantifiziert. Die Proteine wurden aufgrund der Ergebnisse von
AP2 ausgewadhlt. Die Kriterien waren analog zu den ausgewdhlten microRNAs, eine
strahleninduzierte Regulation in Exosomen aus Lymphozyten und zusatzlich ein ausreichendes
Expressionsniveau (Tabelle 5.4). Auf dieser Grundlage wurden die Proteine Ku70, ITIH4, VWF
und ENO1 fur die Bestimmung ausgewadhlt. Zusdtzlich wurden in allen Proben die
Exosomenmarkerproteine Alix, CD9 und Tsg101 bestimmt. CD9, ENO1 und VWF zeigten im
Mittel Uber alle Patienten keine strahleninduzierte Verdanderungen. Fir Alix ist ein Trend zu

einer erhohten Expression nach Bestrahlung ersichtlich.

Tabelle 5.4: n-fache Regulation ausgewahlter Proteine in Exosomen aus primdren Lymphozyten.
(siehe AP 2)

Protein 0,1 Gy 2 Gy 6 Gy
VWF | 0,4 0,5 0,4
ENO1 | 1 1 1,5
Ku70 | 1,2 1,5 1.8

ITiH4 | 1 0,5 0,004
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Abbildung 5.4: Western Blot Analyse ausgewahlter exosomaler Proteine, die aus dem Blut von
Strahlentherapiepatienten isoliert wurden (oben). Mittelwerte der N-fachen Veranderungen in der
Proteinexpression in Proben die nach der Therapie gewonnen wurden im Vergleich zu Proben
vor Therapiebeginn (unten). Die beiden Zeitpunkte wurden gemeinsam ausgewertet.

Die konstantesten Veranderungen zeigte ITIH4. Die trunkierte Form dieses Proteins (35 kDa)

lag in allen sieben analysierten Patienten nach Bestrahlung in erhdhter Menge vor (p=0,0004,



T-Test). ITIH4 (Plasma-Kallikrein sensitives Glykoprotein) ist ein Mitglied der Inter-alpha-
Trypsin Inhibitor (ITl) Familie. Als einziges Mitglied dieser Familie beinhaltet ITIH4 eine C-
terminale Sequenz, welche durch Plasma Kallikrein gespalten werden kann und zu zwei
Fragmenten in den GréRRen 100 kDa und 35 kDa fiihrt. Besonders das 35 kDa Fragment wird
derzeit als Biomarker fir Entziindungsprozesse nach Traumata untersucht. Dariiber hinaus
gibt es auch Hinweise auf eine erhohte Expression des 35 kDa Fragments bei Gebarmutter-,

Eierstock- und Brustkrebs (Mohamed, 2013).

5.4.5 Endogene MicroRNA- und Proteinexpression in Brustkrebspatientinnen

Exosomen in Korperflissigkeiten werden mittlerweile haufig als Biomarker fir Diagnose,
Prognose und Therapieansprechen bei zahlreichen Erkrankungen diskutiert. Auch bei
Brustkrebserkrankungen sind Veranderungen in der Exosomenmenge und Beladung
beschrieben (Gonzalez-Villasana, 2019). In diesem Kontext wurde sowohl die aus Exosomen
gewonnene Gesamt-RNA und Proteinmenge wie auch spezifische miRNAs und Proteine
zwischen gesunden Spendern (Tabelle 5.5) und Strahlentherapiepatientinnen (Tabelle 5.1)
verglichen. Es konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede in den exosomalen Protein-
oder microRNA-Mengen zwischen gesunden Spendern und ehemaligen

Strahlentherapiepatienten nachgewiesen werden.

Tabelle 5.5: exosomale RNA und Proteinmengen isoliert aus dem Plasma gesunder Spender

Plasma ng/ul RNA 0 Gy ng/ul RNA 6 Gy pg/ul Protein 0 Gy | pg/ul Protein 0 Gy
Pool 1 9,43 10,67 47,5 42,4

Pool 2 10,59 5,60 54,8 46,6

Pool 3 8,66 4,62 57,7 47,6

Donor 1.1 8,63 -- 40,3 --

Donor 1.2 9,81 -- 33,3 -




RNA ) Protein

. L]
< 3 4
3 £ ' :
E 3 . =2 .

]

x

. 4 :

H

s

0
Patienten Kontrolle Patienten Kontrolle

Abbildung 5.5: RNA- (links) und Proteinkonzentration (rechts) in Exosomen, die aus Plasma von

Brustkrebspatientinnen (vor und nach Bestrahlung) und gesunden Spendern (unbestrahlt) isoliert
wurden. Bei den Patientinnen werden die beiden Zeitpunkte nach Bestrahlung werden gemeinsam
betrachtet.

Neben der absoluten Menge an RNA wurden auch spezifische microRNAs quantifiziert. Dabei waren
die microRNAs let-7e, miR-106a-5p, miR-155-5p und miR-451a in Exosomen sowohl von gesunden
Spendern als auch von Strahlentherapiepatienten nachweisbar. Ein Vergleich der relativen
Expressionen zeigte fiir let-7e, miR-155-5p und miR-451a keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. miR-106a-5p war in der Kontrollgruppe signifikant héher exprimiert (Abb.6).
Diese microRNA ist in der Literatur als Tumorsuppressor beschrieben und wurde als Inhibitor der

Proliferation und Migration in verschiedenen Zellsystemen beschrieben (Pan, 2017).
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Abbildung 5.6: Expression exosomaler miRNAs im Plasma von Strahlentherapiepatienten (vor

Therapiebeginn) im Vergleich zu gesunden Spendern. Gezeigt ist die
26a-5p). p-Werte wurden mittels Students T-Test berechnet.

5.5 Zusammenfassung

normalisierte Expression (miR-

In diesem Arbeitspaket wurden strahleninduzierte Veranderungen in der Protein- und

microRNA Zusammensetzung von Exosomen aus dem Blut von Strahlentherapiepatienten

nachgewiesen. Analysiert wurden Kandidatenmolekiile, die zuvor als strahlenverdnderte

Komponenten in Exosomen aus Lymphozyten von gesunden Spendern identifiziert wurden.



Insgesamt wurden finf microRNAs (let-7e, miR-34a-5p, miR-106a-p, miR-155-5p, miR-451a)
und vier Proteine (ENO1, ITIH4, Ku70, VWF) analysiert.

Alle funf microRNAs zeigten an beiden Analysenzeitpunkten (3 Wochen bzw. 6 Monate nach
Bestrahlungsende) in den meisten Patienten Veranderungen im Vergleich zu unbestrahlten
Proben. Dies deutet darauf hin, dass eine Strahlentherapie langer anhaltende Verdanderungen
in Plasma-standigen Exosomen induziert. Eine Uber alle Patienten signifikante Verdanderung
zeigte miR-155-5p, welche auch akut nach Bestrahlung in Exosomen aus Lymphozyten
verandert war. Von den analysierten Proteinen konnte fir ITIH4 eine strahleninduzierte
Deregulation in allen analysierten Patienten festgestellt werden. Sowohl miR-155-5p als auch
ITIH4 sind funktionell an der Regulation von Entziindungsprozessen beteiligt. In zuklinftigen
Studien ist es nun wichtig zu untersuchen, ob diese Verdnderungen in den Exosomen mit
klinischen Parametern, wie z.B. dem Therapieansprechen oder mit Nebenwirkungen korreliert
sind. Da Exosomen von Zellen aufgenommen werden kénnen und deren Phanotyp
beeinflussen, stellt sich auch die Frage, inwieweit erhohte miR-155-5p und ITH4 Level die

Funktionen von potentiellen Empfangerzellen beeinflussen.
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