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Zusammenfassung

In Deutschland werden jahrlich gut drei Millionen Erythrozytenkonzentrate (EKS)
transfundiert. Moderne Herstellungsmethoden und molekulare
Diagnoseverfahren konnten die Sicherheit von Blutprodukten im Laufe der Jahre
weiter verbessern. Wie bei jedem Medikament kann es nichtsdestotrotz bei der
Therapie mit EKs zu Nebenwirkungen kommen. Dazu gehdren unter anderem
allergische Reaktionen, hamolytische und nicht hamolytische
Transfusionsreaktionen, Ubertragungen von Infektionskrankheiten und
Eisenlberladung. Es werden weitere Nebenwirkungen postuliert, deren
Zusammenhang mit Hamotherapie allerdings hinsichtlich einer moglichen
Kausalitat noch nicht abschlieRend untersucht wurde. Im Hinblick auf
Malignompatienten zeigen retrospektive Untersuchungen eine deutliche
Assoziation von Transfusionen und unginstigem Behandlungsausgang. Diese
Beobachtung konnte kausal oder durch Storfaktoren wie den medizinischen
Umstanden einer Transfusion oder patienteneigener Risikofaktoren erklart
werden. Wahrend randomisierte Studien zur Uberpriifung einer Kausalitat sich
aus ethischen Grinden verbieten, wurden mégliche Mechanismen aufgedeckt,
die diese Assoziation erklaren konnten. Dazu gehdrt unter anderem die
transfusion-related immunomodulation (TRIM), an der auch erythrozytare

Mikropartikel (red blood cell-derived microparticles, RMPS) beteiligt sein kdnnten.

RMPs sind extrazellulare Vesikel (EVs), die von Erythrozyten bei der Apoptose
und bei Einwirken verschiedener Stressoren gebildet werden. Bei der
Prozessierung und Lagerung von EKs akkumulieren RMPs in unphysiologischer
Menge, und méglicherweise sind diese RMPs anders als jene, die in vivo gebildet
werden. Ob RMPs direkte Effekte auf Malignomzellen haben, wurde noch nicht

untersucht.

Das Forschungsgebiet rund um EVs ist relativ jung, weshalb noch keine echten
Goldstandards bei Isolierung und Quantifizierung vorliegen. Wéahrend bei den
RMPs hierfur am haufigsten Ultrazentrifugation (UZ) und Durchflusszytometrie
verwendet werden, haben beide Methoden gewisse Einschrankungen. Mit der

GroRRenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) liegt
9



ein Verfahren vor, das sich bei anderen EVs als effektive Alternative zur UZ
gezeigt hat und das zudem die Eigenschaften und biologischen Aktivitaten der

empfindlichen EVs moglicherweise besser erhalt.

Ziel dieser Arbeit war es, im Zellkulturmodell zu untersuchen, ob RMPs aus EKs
maoglicherweise einen Einfluss auf Viabilitdt, Migration und Invasion maligner
Zellen haben. Hierzu wurde die Kolonkarzinomzelllinie HCT-116 genutzt. Zudem
sollte mit der SEC eine alternative Isolierungsmethode fir RMPs etabliert werden
und ein méglicher Einfluss der Isolierungsmethode auf die biologische Aktivitat

der RMPs untersucht werden.

Insgesamt zeigte sich in den in vitro-Untersuchungen ein geringer Effekt von
RMPs auf die Viabilitat, Migration und Invasion von HCT-116-Zellen und dies
auch nur in sehr hohen Konzentrationen, die in der Hamotherapie eines Patienten
vermutlich nie erreicht werden. Es gilt, diese Beobachtungen in weiterfihrenden

in vivo-Studien (zum Beispiel in Tiermodellen) zu verifizieren.

Die SEC zeigte sich als gut geeignet zur Isolierung von RMPs im Hinblick auf die
RMP-Ausbeute und die Auftrennung der RMPs von Proteinen. Die RMPs, die via
SEC isoliert wurden, hatten im Gegensatz zu RMPs, die via UZ isoliert wurden,
keinen Einfluss auf die Viabilitat von HCT-116-Zellen.

Die primare Quantifizierungsmethode fir RMPs war die Durchflusszytometrie,
welche bei der Untersuchung kleiner EVs einige Einschrankungen hat, da die
Auflésungsgrenze im Bereich der EV-Grol3e liegt. Ein Vergleich mit einer fir EVs
ausgelegten Technik, der Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA), zeigte, dass der
Grofdteil der in den RMP-Isolaten enthaltenen Partikel in der
Durchflusszytometrie nicht erkannt wird. Dieses Ergebnis kdnnte durch eine
mangelhafte Sensitivitat der Durchflusszytometrie, aber auch durch die
Unspezifitat der NTA erklart werden. Es wurde in der NTA keine Farbung
verwendet, daher konnten auch andere EVs und Partikel wie Lipoproteine

mitgezahlt werden.
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Abstract

A good three million erythrocyte concentrates are transfused in Germany every
year. Modern manufacturing methods and molecular diagnostic procedures were
able to improve the security of blood products through the years. Nevertheless,
as with every other medication, there are side effects of a therapy with erythrocyte
concentrates. These include, inter alia, allergic reactions, hemolytic and non-
hemolytic transfusion reactions, transmission of infectious diseases and iron
overload. Other side effects are postulated, but their relation to hemotherapy has
not been conclusively investigated concerning a possible causality. Regarding
malignant tumor patients, retrospective studies show significant associations of
transfusions and adverse outcome. This observation could be explained by
confounders like the medical circumstances of a transfusion or the patients risk
factors. While randomized studies for confirmation of a causality forbid for ethical
reasons, some mechanisms have been revealed that could explain this
association. These include transfusion-related immunomodulation (TRIM), that

red blood cell-derived microparticles (RMPs) could be involved in.

RMPs are extracellular vesicles (EVs) that are produced by erythrocytes during
apoptosis and under the influence of various stressors. During processing and
storage of erythrocyte concentrates, RMPs accumulate in an unphysiological
quantity, and those RMPs are possibly different than those produced in vivo. It

has not been investigated yet if RMPs have direct effects on malignant cells.

The research area around EVs is relatively young, which is why there is no real
gold standard for isolation and quantification. While ultracentrifugation and flow
cytometry are mostly used for RMPs, both methods have certain limitations. Size
exclusion chromatography (SEC) is a method that has been shown to be an
effective alternative to ultracentrifugation for other EVs and it possibly preserves

the properties and biological activities of the sensitive EVs better.

The aim of this study was to investigate in cell culture if RMPs isolated from
erythrocyte concentrates possibly have an influence on viability, migration and

invasion of malignant cells. To this, the colorectal cancer cell line HCT-116 has
11



been used. Also, the SEC should be established as an alternative isolation
method for RMPs and a possible influence of the isolation method on the

biological activity of RMPs should be assessed.

Overall, the in vitro investigations showed a low influence of RMPs on viability,
migration and invasion of HCT-116 cells, but only in very high concentrations that
are probably never reached in the hemotherapy of a patient. These observations

should be verified in further in vivo studies (for example in animal models).

It appeared that SEC works well for RMP isolation concerning RMP yield and
separation of RMPs from proteins. The RMPs isolated via SEC had no influence
on the viability of HCT-116 cells in contrast to those isolated via

ultracentrifugation.

The primary method of quantification was flow cytometry, which has some
limitations studying small EVs like RMPs, as the resolution limit is in the range of
the EV size. A comparison to a method designed for EVs, nanoparticle-tracking-
analysis (NTA), showed, that most particles in the RMP isolates were not
detected in flow cytometry. This result could be explained by insufficient
sensitivity of flow cytometry, but also by non-specificity of NTA. There were not
used any dyes in NTA, so also other EVs and patrticles like lipoproteins could

have been counted.
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1 Einleitung

In Deutschland werden jahrlich gut drei Millionen Erythrozytenkonzentrate (EKSs)
transfundiert, in den USA mehr als zehn Millionen.? Ein genaues Verstandnis
der Nutzen und Risiken dieser Therapie betrifft also eine groRe Anzahl an
Patienten. Durch moderne  Herstellungsmethoden und  molekulare
Diagnoseverfahren sind Transfusionen heutzutage wahrscheinlich sicherer denn
je, es zeigen sich wie bei jedem Medikament jedoch auch unerwinschte
Nebenwirkungen und mégliche Risiken. Des Weiteren wird zunehmend deutlich,
dass Transfusionen oftmals Uberflissig sind. So zeigen Studien in vielen
Bereichen, dass restriktive den traditionell praktizierten liberalen
Transfusionstriggern  nicht  unterlegen sind und dass restriktive
Transfusionstrigger die Anzahl der notwendigen Transfusionen effektiv senken

konnen.34

In dieser Arbeit sind mit Transfusionen, wenn nicht explizit anders dargestellt,

immer Transfusionen von EKs gemeint.

1.1 Transfusionen und Malignome

Ein besonders haufig transfundiertes Patientenkollektiv stellen
Malignompatienten dar. Tumorblutungen, Tumorandmie durch funktionellen
Eisenmangel oder Knochenmarkbeteiligung sowie Operationen und
Chemotherapien sind einige der Grinde hierfir.>® Es gibt jedoch seit langem
eine kontroverse Diskussion dartber, ob Transfusionen gerade bei
Malignompatienten zu unerwinschten Verlaufen beitragen kdnnen. Grund hierftr
sind vor allem zahlreiche retrospektive Studien, die eine Assoziation zwischen
perioperativen Transfusionen und unginstigem Behandlungsergebnis bei
Malignompatienten zeigen.” Zunachst soll ein Uberblick tiber diese Studien
verschafft werden. Spéater wird auf mégliche Mechanismen eingegangen, die an
einem kausalen Zusammenhang beteiligt sein konnten (siehe 1.3 Potenzielle

Mechanismen zum Zusammenhang von Transfusionen und Malignomen).
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1.1.1 Studien zum Einfluss perioperativer Transfusionen auf

Patienten mit Malignomen

Besonders frih erkannt und oft bestétigt wurde der Zusammenhang zwischen
perioperativer Transfusion und ungunstiger Prognose in retrospektiven Studien
zum kolorektalen Karzinom.8° Weitere Malignome, bei denen in Meta-Analysen
ahnliche wurden, sind beispielsweise das

Beobachtungen gemacht

Prostatakarzinom,’® das Nierenkarzinom,!® das Magenkarzinom,!! das
Lungenkarzinom,*? das Osophaguskarzinom,? das hepatozellulare Karzinom?4,
das Pankreaskarzinom®® und Brustkrebs.'® Petrelli et al. zeigten diesen
Zusammenhang in einer Ubergreifenden Meta-Analyse, bei der alle nicht-
metastasierten Malignome eingeschlossen wurden.’ Ebenso verhalt es sich bei
der Lebermetastasenchirurgie beim kolorektalen Karzinom.!® Ein Uberblick
dieser Meta-Analysen zu perioperativen Transfusionen und Tumorchirugie findet

sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Meta-Analysen zu Transfusionen und Tumorchirurgie

Studie Tumor (Eingriff) n Outcome
Acheson | Kolorektales 20.795  Krebsspezifische Mortalitat:
et al.® Karzinom (jeder OR 1,71, 95 %-KI 1,43 — 2,05,
Eingriff) p < 0,001
Gesamtmortalitat: OR 1,72, 95
%-Kl 1,55 -1,91, p < 0,001
Soubra et  Prostatakarzinom 28.854  Krebsspezifische Mortalitat:
al.10 (radikale HR 1,609, 95 %-KI 1,235 —
Prostatektomie) 2,097, p = 0,0004
Gesamtmortalitat: HR 1,121,
95 %-KI 1,006 — 1,251, p =
0,0394
Harnblasenkarzinom | 5.462 Krebsspezifische Mortalitat:

(radikale

Zystektomie)
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HR 1,047, 95 %-KlI 0,917 -
1,195, p = 0,4962



Sun et

al.11

Wang et
al.1?
Boshier et

al.l3

Liu et al.14

Mavros et

al.1®

Nadeem

et al.16

Nierenkarzinom
(radikale
Nephrektomie  oder

Nierenteilresektion)

Magenkarzinom

(kurative Resektion)

Lungenkarzinom
(jeder Lungeneingriff)
Osophagus- und
Kardiakarzinom
(Osophagektomie)
Hepatozellulares
Karzinom (jede

Resektion)

Pankreas-, Ampullen-
und distales

Gallengangskarzinom

(kurative  Pankreas-
Chirurgie)

Brustkrebs (jede
Resektion)

14.379

9.120

6.474

4.190

5.635

3.646

7.384
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Gesamtmortalitat: HR 1,095,
95 %-KI 0,998 — 1,200, p =
0,0547

Krebsspezifische Mortalitat:
HR 1,365, 95 %-KI 1,167 —
1,597, p = 0,0001
Gesamtmortalitat: HR 1,402,
95 %-KI 1,273 — 1,544, p <

0,0001

Krebsspezifische Mortalitat:
OR 2,57, 95 % Kl 1,24 — 5,34,
p =0,011

Gesamtmortalitat: OR 2,17, 95
% KI 1,72 - 2,74; p < 0,001

Gesamtmortalitat: HR 1,42, 95
%-Kl, 1,20 — 1,69, p < 0,001
Gesamtmortalitat: HR 1,49, 95
%-Kl1 1,26 — 1,76, p < 0,001
Kirzeres 5-Jahresuberleben:
OR 1,60, 95 %-Kl, 1,47 — 1,73,
p < 0,001

Tumorrezidiv innerhalb von 5
Jahren: OR 1,16, 95 %-KI, 1,08
—1,24, p<0,001

Verklrztes Gesamtuberleben:
OR 2,43, 95 %-KI 1,90 - 3,10,
p <0,05

Gesamtiuberleben: OR 0,79, 95
%-Kl 0,72 — 0,86, p = 0,001



Petrelli et | Nicht-metastasierte 184.190 Gesamtmortalitat: HR 1,50, 95

al.t’ Malignome (jeder %-Kl 1,42 - 1,57, p <0,01
chirurgische Eingriff) Rezidiv HR 1,36, 95 %-KI 1,26
-1,46,p<0,01
Lyu et Lebermetastasen 10.621 @ Gesamtmortalitat: OR 4,13, 95
al.t8 beim kolorektalen %-Kl 1,96 — 8,72, p < 0,001
Karzinom

(Leberresektion)
Abk.: HR = Hazard Ratio, Kl = Konfidenzintervall n = Anzahl der

eingeschlossenen Patienten, OR = Odds Ratio.

Bei anderen Tumorentitéten, fir die keine Meta-Analysen verflgbar sind, zeigen
sich teils widerspruchliche Ergebnisse, zum Beispiel beim High-Grade
Weichteilsarkom der Extremitaten. In einer Studie von Heslin et al. mit 232
Patienten  zeigten sich  hier perioperative Transfusionen in der
Multivarianzanalyse nicht als unabhangiger Risikofaktor fur Lokalrezidiv,
Fernmetastasen oder Tumormortalitat.’® Eine Studie von Rosenberg et al. mit
156 Patienten zeigte hingegen ein niedrigeres 5-Jahrestuberleben (63 % vs. 85
%, p = 0,0035) und niedrigeres krankheitsfreies 5-Jahresuberleben (48 % vs. 70
%, p = 0,007) nach perioperativer Transfusion.?°

Auch beim Urothelkarzinom der Blase zeigten einige Studien einen negativen
Einfluss von perioperativen Transfusionen.?! Die in Tabelle 1 beschriebene Meta-
Analyse von Soubra et al. zeigte jedoch keine erhohte Gesamtmortalitéat oder
krebsspezifische Mortalitat.'©

Grundsatzliches Problem aller klinischen Studien und damit auch ihrer Meta-
Analysen in diesem Kontext ist, dass sie beobachtend sind. Eine Anpassung an
Storfaktoren ist daher nicht mdglich. Dadurch kann ein bedeutendes Selektions-
Bias bestehen. Es konnten moglicherweise die medizinischen Umsténde einer
Transfusion verantwortlich flir den unginstigen Verlauf sein. Maodgliche
Storfaktoren wie fortgeschrittenes Tumorstadium, groRBerer Blutverlust,

schwerere operative Bedingungen oder héheres Alter sind in der Regel sowonhl
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mit einer hoheren Transfusionswahrscheinlichkeit als auch mit einem
unginstigen Behandlungsausgang assoziiert.

Von manchen Autoren wird argumentiert, dass aufgrund der Uber viele
Malignome konsistenten Beobachtung und vergleichsweise starken Assoziation
als wahrscheinlich anzunehmen ist, dass Transfusionen zu dieser Assoziation
kausal beitragen. Dabei wird sich teils auf die Bradford-Hill-Kriterien berufen, die
eine kritische Prifung von Kausalitéaten in der Medizin ermoglichen sollen, auch
wenn keine randomisierten Studien vorliegen.22

Ein Beweis der Kausalitat zwischen perioperativer Transfusion und unguinstigem
Behandlungsausgang ist durch diese Studien aber letztendlich nicht méglich.
Notwendig wéren randomisierte kontrollierte Studien, die sich aus ethischen

Griinden verbieten.

Da Blutprodukte bei Malignompatienten ebenfalls haufig im Rahmen einer
Chemotherapie notwendig werden, kdnnte auch hier vermutet werden, dass
Transfusionen ein Pradiktor fur negativen Behandlungsausgang sind.
Tatsachlich zeigten zum Beispiel Cannas et al. in einer monozentrischen,
retrospektiven Studie mit 1.067 Patienten mit akuter myeloischer Leukamie, dass
Transfusionen von EKs wéhrend der Induktionschemotherapie mit einem
kirzeren Gesamtiiberleben assoziiert waren (10,8 Monate vs. 18,8 Monate, p =
0,02).23

Vergleichbare Studien zu Malignomen und Transfusionen auf3erhalb des
chirurgischen Kontextes sind jedoch schwer zu finden. Dies konnte unter
anderem daran liegen, dass Tumoroperationen eine einfach zu untersuchende
Plattform darstellen, da zum Beispiel das Patientenkollektiv durch ein bestimmtes
Ereignis (die Operation) definiert werden kann. Die operative Phase hat jedoch
auch eine besondere Bedeutung fir den gesamten Verlauf einer malignen
Erkrankung. Einerseits ist es oftmals der einzig kurative Ansatz, andererseits
wirken in dieser Phase viele Stressoren auf den Korper des Patienten ein, die
den Behandlungsausgang negativ beeinflussen kdnnen. Dazu gehéren das
chirurgische Trauma, die Freisetzung von Kortikosteroiden und Katecholaminen

und es kommt oft zum Einsatz von Narkose- und Schmerzmitteln,
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Volumentherapien und maschineller Beatmung.?* Moglicherweise werden in der
perioperativen Phase durch chirurgische Faktoren wie Tumormanipulation oder
Verletzung von TumorgefalRen auch maligne Zellen in den Blut- oder Lymphstrom
ausgeschwemmt.

So zeigten Miyazono et al. in einer Studie mit 57 Magenkarzinom-Patienten tber
den Nachweis von messenger-Ribonukleinsaure (MRNA) des
Carcinoembryonalen Antigens (CEA), einem Tumormarker dieses Karzinoms,
dass nach der Resektion signifikant haufiger Tumorzellen im Blut des Patienten
nachgewiesen werden konnen. Zudem zeigte sich in dieser Studie ein
signifikanter ~Zusammenhang von CEA-Positivitat zu Rezidiv und
Lebermetastasen im Follow-Up.?®

Moglicherweise wurde der Zusammenhang zwischen Transfusionen und
unglnstiger Prognose bei Malignompatienten also vor allem deshalb in der
perioperativen Phase aufgezeigt, da diese besonders vulnerabel fir Faktoren ist,
die Tumorwachstum verstarken oder die Metastasierung von malignen Zellen

erleichtern.

1.1.2 Studien zum  Malignomrisiko  bei  malignomfreien

Transfundierten

Weitere wichtige Erkenntnisse zu diesem Thema finden sich in Studien, die das

Malignomrisiko bei Transfundierten auswerten, die bis dahin malignomfrei waren.

Ein Beispiel ist eine grof3e skandinavische Studie von Hjalgrim et al. mit
computerisierten Daten danischer und schwedischer Blutbanken. Ausgewertet
wurden 888.843 malignomfreie Patienten, die nach 1968 eine Transfusion
erhalten haben. Im Folgenden wurde ermittelt, ob Patienten dieser Kohorte nach
der Transfusion ein Malignom diagnostiziert bekommen haben. Im Vergleich zur
Inzidenzrate der danischen und schwedischen Normalbevoélkerung war das
Risiko nach Transfusion mit einer standardisierten Inzidenzratio von 1,45 (95 %-
Konfidenzintervall [KI] 1,44 — 1,46) tatsé&chlich hoher, insbesondere in den ersten
sechs Monaten nach der Transfusion (standardisierte Inzidenzratio 5,36, 95 %-
Kl15,29 —5,43). Die Autoren der Studie vermuten allerdings, dass die Transfusion
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eher einen Pradiktor als eine Ursache darstellt, da viele Storfaktoren das
Ergebnis verzerrt haben konnten. So geht zum Beispiel eine Transfusion in der
Regel mit einer Hospitalisierung einher, welche selbst ein Risikofaktor fur eine
zukunftige Malignomdiagnose ist. Zudem kann ein unerkannter Tumor, der erst
nach der Transfusion diagnostiziert wird, zur Transfusionspflichtigkeit beisteuern.
Auch steuern Noxen wie Alkohol und Tabak gleichzeitig zum Malignomrisiko bei

und erhéhen das Risiko, eine Transfusion zu bendtigen.26

Eine andere Studie der gleichen Arbeitsgruppe beleuchtet diesen
Zusammenhang aus einer anderen Perspektive. Hier wurde ausgewertet, ob das
Blut von Spendern, die nach der Spende ein Malignom diagnostiziert bekamen,
zu einem erhohten Malignomrisiko im Empfanger fuhrte. Die untersuchten
Patienten wurden ebenfalls nach 1968 in Skandinavien transfundiert. Es wurden
354.094 Transfundierte analysiert. Davon erhielten 12.012 (~3,4 %) Blutprodukte
von Spendern, bei denen in den darauffolgenden funf Jahren ein Malignom
diagnostiziert wurde. Die Transfusion von Blut prakanzerdser Spender fuhrte im
Vergleich zum Blut von Spendern ohne nachfolgende Malignomdiagnose nicht
zu einer erhdhten Malignomrate beim Empfanger (angepasstes relatives Risiko
[RR] 1,00, 95 %-KI 0,94 — 1,07).%"

Eine Studie von Yang et al. aus dem Vereinigten Konigreich untersuchte
prospektiv. 1,3 Millionen malignomfreie Frauen nach Einfihrung der
Routinetestung von Blutspendern auf Hepatitis C. Es sollte daher keine
Verzerrung durch Transfusions-assoziierte Hepatitis C-Infektionen und dadurch
erhohtes Risiko furs hepatozellulare Karzinom vorliegen. Es wurde ein Vergleich
des Risikos einer Diagnose der zehn haufigsten Malignome sowie des
hepatozellularen Karzinoms zwischen transfundierten und nicht transfundierten
Frauen durchgefiihrt. Die Frauen, die eine Transfusion erhielten, hatten in den
ersten funf Jahren nach Transfusion ein erhdhtes Risiko fur neun der elf
untersuchten Malignome. Dieses Ergebnis fihren die Autoren auf Storfaktoren
wie das erhohte Risiko fur Transfusionspflicht durch ein vorbestehendes,
unerkanntes Malignom zuriick. Im Beobachtungszeitraum von funf Jahren oder

langer war nur noch das Risiko fur das hepatozellulare Karzinom (RR 2,43, 95
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%-KI 1,34 — 4,41, p = 0,04) und das Non-Hodgkin-Lymphom (NHL, RR 1,69, 95
%-KlI 1,14 — 2,44, p = 0,05) erhoht. Aufgrund dieses erhdhten Langzeitrisikos
vermuten die Autoren, dass EKs etwas Karzinogenes enthalten, worauf nicht

getestet wird.?8

Zwei US-amerikanische Studien zum Auftreten des NHL nach Transfusion
zeigen widerspriichliche Ergebnisse.?%30 Cerhan et al. untersuchten die
maoglichen Risikofaktoren von 759 Patienten mit NHL-Diagnose im Vergleich zu
589 durch Gruppen-Matching ausgewahlten Kontrollen und fanden eine
Assoziation zwischen vorangehender Transfusion und NHL-Diagnose (Odds
Ratio [OR] 1,26, 95 %-KI 0,91 — 1,73).2° Im Gegensatz dazu kamen Chow und
Holly in einem sehr &hnlichen Studienaufbau mit 1.591 NHL-Patienten und 2.515
Kontrollen zu dem Ergebnis, dass vorangehende allogene Transfusionen nicht
mit erhohtem NHL-Risiko assoziiert sind (OR 1,0, 95 %-KI 0,84 — 1,2).%°

Eine Fall-Kontroll-Studie aus den USA untersuchte, ob Transfusionen einer
Malignomdiagnose 552.951 éalterer Patienten im Vergleich zu 100.000 durch
Gruppen-Matching ausgewahlten Kontrollen haufiger vorausgingen. Es zeigte
sich ein erhohtes Risiko fir jegliche Malignomdiagnose nach Transfusionen, die
innerhalb eines Jahres vor Diagnose durchgefiihrt wurden (OR 2,05, 95 %-KI
1,95 — 2,16) und fir zahlreiche einzelne Malignome. Transfusionen, die in
Zeitrdumen weiter zuvor verabreicht wurden (13 — 30 Monate oder 31 — 48
Monate), waren nicht mit erh6htem Malignomrisiko assoziiert. Die Autoren
vermuten daher auch hier den Einfluss des Storfaktors eines vorbestehenden

Malignoms, das zur Transfusionspflichtigkeit beitragt.3!

Zusammenfassend sind auch diese Studien mit grof3en Einschrankungen zu
interpretieren. Aufgrund der genannten Storfaktoren ist aus diesen Studien nicht
zu schlieRen, dass Transfusionen bei malignomfreien Patienten kausal zu einem

erhohten Malignomrisiko beitragen.
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1.1.3 Studien im Tiermodell

Einige Studien im Tiermodell wurden durchgefiihrt, um den maéglichen Effekt von
Transfusionen auf Malignome mit moglichst wenig Stoérfaktoren untersuchen zu

kdnnen.

Atzil et al. beobachteten in zwei Maustumormodellen (metastasierter Brustkrebs
und Leukamie), dass die Transfusion von EKs einen unabhangigen Risikofaktor
fur Tumorprogress darstellt. In beiden Tumormodellen zeigte sich zudem, dass
nicht die Rest-Leukozyten oder loslichen Faktoren im zellfreien Uberstand des
EKs, sondern die transfundierten Erythrozyten den hier untersuchten Effekt
verursachten. Im Brustkrebsmodell gab es zudem eine Abh&ngigkeit des
untersuchten Effekts von der Lagerungsdauer der EKs mit einem signifikant
starkeren Effekt ab dem neunten Lagerungstag. In einem weiteren Ansatz im
Brustkrebsmodell untersuchten sie, wie sich die Effekte einer Transfusion auf den
Tumor in einem chirurgischen Kontext verhalten, simuliert durch Durchfiihrung
einer Laparotomie mit definiertem Blutverlust. Wahrend die Operation allein
einen Risikofaktor fir Tumorprogress darstellte, wirkte die Transfusion sowohl
bei operierten als auch bei nicht operierten Mausen als Verstarker fur den
Tumorprogress. Der Effekt war zudem signifikant starker bei den operierten

Mausen.32

Jin et al. untersuchten in einem Mausmodell mit einer randomisierten,
verblindeten Studie den Einfluss der Transfusion von allogenen, syngenen und
autologen EKs auf das Wachstum eines Sarkoms auf dem Riicken der Mause.
Dieses wurde dort zehn Tage vor Transfusion eingeimpft und danach tber 14
Tage taglich gemessen. Der Vergleich der Steigung des Tumorgro3e zeigte,
dass allogene Transfusion gegenuber syngenen und autologen Transfusionen zu
signifikant stdrkerem Wachstum fuhrte, wahrend Letztere sich untereinander

nicht unterschieden.33

Zhang et al. untersuchten in einem Melanom-Mausmodell mit Lungenmetastasen
den Effekt der Transfusion von leukoreduziertem Vollblut auf die Metastasen im

Vergleich zur Kontrolle (physiologische Kochsalzlosung). Es zeigte sich im
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Vergleich zur Kontrolle ein h6heres Lungengewicht am 21. Tag nach Transfusion
sowohl bei 15 Tage gelagertem als auch bei frischem Blut, was auf verstarkte
Lungenmetastasierung des Melanoms zurtickgefiihrt wurde. Die Transfusion von
15 Tage gelagertem Blut fuhrte im Vergleich zur Kontrolle und zur Transfusion
von frischem Blut zudem zu mehr Metastasen auf der Lungenoberflache und
verstarkter Expression verschiedener Tumormarker in der Immunhistochemie

und Western Blotting des Lungengewebes.3*

Die genannten Tiermodell-Studien  bestatigen das Ergebnis der
Beobachtungsstudien, dass Transfusionen bei Vorliegen eines Malignoms mit
einer schlechteren Prognose assoziiert sind. Zudem liefern sie Hinweise auf

maogliche kausale Zusammenhange und beteiligte Faktoren.

1.2 Extrazellulare Vesikel und erythrozytare Mikropartikel

Extrazellulare Vesikel (EVs) sind membran-umhilite Sphéaren, die von
zahlreichen Zellen gebildet werden kdnnen. Sie stellen ein erst in den letzten
zwei bis drei Jahrzehnten intensiver beforschtes extrazellulares Kompartiment
dar, dessen Bedeutung vielleicht lange unterschatzt wurde. Wéahrend sie friher
als funktionsloser Zelliberrest abgetan wurden, da sie unter anderem bei der
Apoptose entstehen, ist inzwischen bekannt, dass die Bildung von EVs ein
regulierter Prozess ist.3>3¢ Sie sind vermutlich an vielen physiologischen und
pathophysiologischen Prozessen beteiligt, tragen biologisch aktive Substanzen
und kdnnen an der Zell-Zell-Kommunikation beteiligt sein.

1.2.1 Klassifikation

EVs werden nach ihrer Grol3e und Entstehung grundséatzlich in drei Kategorien
klassifiziert. Es gibt Exosomen (30 — 100 nm), Mikrovesikel bzw. Mikropartikel
(MPs, 100 — 1.000 nm) und Apoptosekorper (1.000 — 5.000 nm).3” Die Grenzen
der GroRen werden mitunter leicht unterschiedlich angeben.3’4° Exosomen
entstehen aus dem endosomalen Kompartiment und werden aus
multivesikuldren Korpern (multivesicular bodies) per Exozytose aus der Zelle
ausgeschleust. Mikrovesikel bzw. MPs entstehen durch Ausknospung aus der
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Plasmamembran. Apoptosekorper entstehen durch Blasenbildung aus

apoptotischen Zellen.

Die Terminologie in der Literatur ist trotz Versuchen der Standardisierung noch
uneinheitlich.®® Der Ausdruck ,Mikrovesikel* wird von manchen Autoren
gegenuber ,Mikropartikel“ fur EVs mit 100 — 1.000 nm bevorzugt, da es sich um
membranumhillte Vesikel handelt, nicht um solide Partikel. Dennoch wurde bei
vielen Zellarten traditionell eher der Ausdruck ,Mikropartikel“ verwendet und hat
sich bereits in der Literatur gefestigt, beispielsweise bei endothelialen
Mikropartikeln oder thrombozytaren Mikropartikeln.3® Da dieser Umstand auch
fur die MPs erythrozytarer Herkunft zutrifft, wird in dieser Arbeit der Ausdruck
,Mikropartikel“ verwendet. Erythrozytare Mikropartikel (red blood cell derived-
microparticles, RMPs) haben typischerweise eine Gréf3e zwischen 100 und 300
nm.*! Im Vergleich zu anderen MPs werden RMPs als eher klein und homogen
beschrieben, von manchen Autoren werden mittlere GréRen um 150 pm

angegeben. 3842

Im Folgenden wird, soweit moglich und sinnvoll, allgemein Gber EVs berichtet. Im
Detail wird aber vor allem der Stand der Forschung beziglich MPs und RMPs
dargestellt, um die es in dieser Arbeit geht.

1.2.2 Aufbau, Inhalt und Produktion

EVs sind umhillt von einer Phospholipiddoppelschicht. Je nach zellularer
Herkunft enthalten ihre Membranen verschiedene Antigene, die als Marker
verwendet werden kbnnen. Gemeinsame Eigenschaft von fast allen Unterformen
ist die Expression des negativ geladenen Phospholipids Phosphatidylserin (PS)
in der AuRRenseite der Membran.®® Daher werden als Marker fiir EVs oft PS-
Marker wie Annexin V oder Lactadherin verwendet.**> Es wurde jedoch am
Beispiel von thrombozytdren MPs bereits gezeigt, dass es auch PS-negative EVs
gibt.44

EVs konnen verschiedene Molekile mit potenzieller biologischer Aktivitat

transportieren, darunter Proteine, mMRNA, microRNA und Lipide. Grol3e, Aufbau
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und Inhalt von EVs sind abhangig von deren zellularer Herkunft. EVs sind aber
nicht einfach nur eine kleinere Version ihrer Herkunftszelle, weshalb
anzunehmen ist, dass die Entstehung der Vesikel komplexer ist als ein Zerfall der
Mutterzelle. Tatsachlich werden MPs der meisten Zellen nur unter bestimmten
Umstanden wie Apoptose, Zellaktivierung oder dem Einwirken von Scherkraften
gebildet,*® bei MPs von Tumorzellen und Exosomen scheint die Bildung aber teils

konstitutiv aktiv zu sein.4647

RMPs bestehen aus Hamoglobin, Lipiden und Proteinen. Ihre Lipide liegen in der
Form von Stomatin-spezifischen Lipid Rafts vor.*® Die Zusammensetzung der
RMPs ist zwar ahnlich zum intakten Erythrozyten, weist aber einige Unterschiede
auf. So ist der Anteil an Phosphatidsaure 10-fach hoher und der Anteil von
Phosphatidylethanolamin etwas geringer in RMP-Membranen als in
Erythrozyten-Membranen. RMPs fehlt das Zytoskelettprotein Spektrin und ihr
Membranproteingehalt ist nur halb so grof3 wie bei intakten Erythrozyten. Die
Menge des Enzyms Acetylcholinesterase ist doppelt so hoch wie in

Erythrozyten.*® RMPs exprimieren zudem bestimmte Blutgruppenantigene.®°

Fir die Produktion von MPs gibt es inzwischen ein Modell. Dabei steigt bei
Zellaktivierung der intrazellulare Calciumgehalt, wodurch das Enzym Flippase
gehemmt wird und die Enzyme Floppase und Scramblase aktiviert werden.
Flippase erhdlt normalerweise  die Phospholipidasymmetrie  der
Plasmamembran, indem es negativ geladene Phospholipide (vor allem PS) auf
der Innenseite der Membran héalt. Floppase und Scramblase arbeiten ihr
entgegen, indem sie negative Phospholipide nach auf3en beférdern bzw. in beide
Richtungen bewegen, so dass die Membranasymmetrie aufgelost wird. Zudem
aktiviert Calcium Proteasen, die Membran- von Zytoskelettproteinen trennen. Die
Membran wird weniger stabil und MPs kdnnen ausknospen.>1:52 Die Bildung von
MPs kann kinstlich durch Calcium oder ATP-Depletion induziert werden.*%:53

Auch die Bildung von Exosomen aus multivesikularen Korpern ist inzwischen gut

charakterisiert.>*

Bei Erythrozyten scheint die Bildung von MPs Teil des natirlichen
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Alterungsprozesses zu sein. Es wird geschatzt, dass ein Erythrozyt im Laufe
seines im Durchschnitt 120 Tage langen Lebens etwa 20 % seines Volumens
durch Bildung von circa 230 MPs verliert.>> Mégliche physiologische Funktionen
dieses Abscherens von MPs sind die Entfernung schadlicher Inhalte wie
denaturiertem Hamoglobin oder des Membranangriffskomplexes des
Komplementsystems, oder aber die Markierung gealterter Erythrozyten zur
Phagozytose durch Entfernen von Proteinen wie Cluster of Differentiation (CD)47
aus deren Membran.® In vivo werden RMPs schnell durch das

retikuloendotheliale System entfernt.%6:57

Ein Umstand, bei dem mehr RMPs gebildet werden als in vivo, ist die
Prozessierung und Lagerung von Erythrozyten in EKs.4%58 Die verstarkte Bildung
von RMPs in EKs ist Teil des sogenannten Lagerungsschadens (storage lesion).
Dies ist ein komplexes Phanomen, das tUber ATP-Depletion, pH-Ansduerung,
Stérungen im Energiemetabolismus und oxidativen Stress in vermehrter
Apoptose der Erythrozyten, RMP-Produktion und Freisetzung von Hamoglobin
mundet.*>%° So steigt die Konzentration von RMPs in EKs von Tag 5 bis Tag 50
etwa 20-fach an.*? Es gibt Anlass zur Vermutung, dass diese RMPs, die unter
Zellstress entstehen, sich in ihrer Zusammensetzung von denen unterscheiden,
die physiologisch im Blut entstehen.®® Dass die Umstande der Entstehung den
Aufbau der RMPs beeinflussen, wurde bereits an anderer Stelle gezeigt. So
enthalten RMPs aus gelagerten EKs im Vergleich zu RMPs, die per Calcium-
Induktion generiert werden, mehr von dem Lipid Raft-assoziierten Protein

Stomatin und weniger von dem Protein Flotillin-2.53

Die RMP-Produktion scheint zudem bei zahlreichen Pathologien erhdht zu sein.
So kommt es zum Beispiel bei Arteriosklerose,’t Myokardinfarkt,6?
Sichelzellanamie®® und Malaria® zu erhéhten RMP-Konzentrationen im Blut. Ob
hierbei die RMPs nur eine Konsequenz dieser Krankheiten sind, oder ob sie auch

dazu beitragen, ist noch weitgehend ungeklart.
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1.2.3 Biologische Aktivitaten

Immer mehr biologische Aktivitadten von EVs, insbesondere von Exosomen und
MPs, werden bekannt. Durch Aufnahme in andere Zellen kénnen EVs Ubertrager
von biologisch aktiven Molekilen und von Zellmembranen sein. Diese
Ubertragung aktiver Molekile auf andere Zellen stellt eine neuartige Form der
Zell-Zell-Kkommunikation dar, die in der konventionellen Vorstellung nur tber
I6sliche Faktoren oder direkten Zell-Zell-Kontakt méglich war.3? Fuir MPs, die von
Tumorzellen stammen, wurde gezeigt, dass sie auf diese Weise onkogene
Eigenschaften zwischen Zellen tbertragen kdnnen. So zeigten Antonyak et al.,
dass MPs einer Brustkrebszelllinie und einer Gliomzelllinie typische
Tumoreigenschaften wie verlangertes Uberleben in nicht entarteten Zelllinien
hervorrufen konnen.%* Giusti et al. zeigten, dass Tumor-MPs aus einer
Ovarialkarzinomzelllinie die Invasivitdt und Mobilitit von Endothelzellen
fordern.®> Skog et al. zeigten, dass Exosomen aus Glioblastomzelllinien von
Endothelzellen in Endosomen-artigen Zellorganellen aufgenommen werden und
dass die von ihnen tibertragene mRNA in den Empféangerzellen translatiert wird. ¢
Al-Nedawi et al. zeigten, dass die Ubertragung des mutierten
Wachstumsfaktorrezeptors epidermal growth factor receptor variant Il zwischen
unterschiedlichen Glioblastomzelllinien tUber deren MPs erfolgen kann. Diese
Ubertragung fiihrte tatsachlich zu einer Aktivierung des hiervon betroffenen
Stoffwechselwegs. Hemmen lieR? sich die Ubertragung durch die gleichzeitige
Inkubation der MPs mit Annexin V,®” was die Vermutung anderer Autoren
unterstitzt, dass die Aufnahme von MPs in Zellen abhangig von PS ist.58

Gut untersucht sind auch die biologischen Aktivitaten von EVs aus Blut und
Blutprodukten. So fordern RMPs die Blutgerinnung tiber das extrinsische und das
intrinsische System und die Aktivierung von Plattchen,%6%71 kénnen Uiber Protein
C aber auch antikoagulatorisch wirken.”? Eine wichtige Eigenschaft scheint in
diesem Kontext die Prasentation von PS zu sein, da Gerinnungskomplexe von
negativ geladenen Oberflachen abhéngig sind, wie sie zum Beispiel auf
aktivierten Thrombozyten vorhanden sind. Ahnliche pro- und antikoagulatorische

Effekte wurden auch bei thrombozytaren MPs nachgewiesen.’3

26



RMPs koénnen in vitro die Bioverfugbarkeit des gefalRwirksamen
Stickstoffmonoxids etwa 1.000-fach schneller senken als Erythrozyten und
konnten damit die Vasoregulation beeinflussen, in dem sie die Endothel-
abhangige Vasodilatation hemmen.”

Fir RMPs wurden zudem zahlreiche immunmodulatorische Aktivitaten
nachgewiesen, die sowohl pro-inflammatorische als auch immunsupprimierende
Effekte umfassen.

So erhéhen RMPs inkubiert auf Vollblut die Konzentration von Interleukin (IL)-18
und IL-6.7°

Ebenso wie bei den Effekten auf die Koagulation ist auch bei den Effekten auf
das Immunsystem ihre PS-Expression bedeutsam, da diese ein klassisches ,eat
me“-Signal fur phagozytierende Zellen ist. Bekannt ist, dass die Phagozytose
apoptotischer Zellen durch Makrophagen oder dendritische Zellen eine lokale
Immunsuppression auslost, bei der es zur Sekretion anti-inflammatorischer
Zytokine wie IL-10 und des transformierenden Wachstumsfaktors (transforming
growth factor, TGF)- kommt und die Sekretion inflammatorischer Zytokine wie
IL-12, IL-1B, IL-6 und Tumornekrosefaktor (TNF) inhibiert wird.”

Eine in vitro-Studie von Sadallah et al. zeigte, dass die Phagozytose von RMPs
durch Makrophagen eben diese anti-inflammatorische Reaktion mit Inhibition der
Zymosan A- und Lipopolysaccharid (LPS)-aktivierten TNF-a- und IL-8-
Ausschuttung hervorruft.’®

Eine Studie von Danesh et al. zeigte, dass RMPs Uber die Interaktion mit
Monozyten eine T-Zell-Aktivierung und eine Veranderung des Zytokinmusters
auslosen konnen.”” Demgegeniber zeigten jedoch Muszynski et al., dass der
Uberstand aus EKs die Monozytenfunktion hemmt, auch wenn die EVs entfernt
wurden, und dass die EVs alleine keine hemmende Wirkung auf Monozyten
haben.”®

Eine Studie im Mausmodell von Belizaire et al. zeigte, dass die Transfusion von
MPs aus murinen EKs unter Reanimationsbedingungen zu veranderter
Lungenhistologie und pulmonaler Akkumulation von Neutrophilen fuhrt. Zudem
fuhrte die Transfusion dieser MPs in gesunden Mause zur Aktivierung

neutrophiler Granulozyten. Die Behandlung humaner Neutrophiler mit MPs aus
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humanen EKs fuhrte ebenfalls zu deren Aktivierung und verstarkter Superoxid-

Produktion.”®

1.2.4 Methodik

Die Analyse von EVs wie den RMPs bringt einige Schwierigkeiten mit sich,
oftmals basierend auf deren GroRRe. Zahlreiche Methoden werden zur Isolierung
und Quantifizierung verwendet. Viele Autoren konnten zeigen, dass EVs
verschiedener Zellen sehr empfindlich auf Faktoren in der Préanalytik und
Analytik reagieren, was eine Standardisierung zur besseren Vergleichbarkeit von

Studien dringend notwendig macht.43.89-82

1.2.4.1 Isolierungsmethoden

Ein echter Goldstandard zur Isolierung von EVs existiert bisher nicht. Mit Abstand
am haufigsten wird jedoch die Ultrazentrifugation (UZ) verwendet, weshalb sie
als Standardmethode angesehen werden kann.*383 Dabei muss das Verfahren
an die Eigenschaften der zu isolierenden EVs angepasst werden. Bei der
Isolierung von EVs aus Blut oder EKs werden in der Regel zun&chst in ein oder
zwei konventionellen Zentrifugationsschritten die Zellen und Zellschrott
sedimentiert und der Uberstand dann ultrazentrifugiert, um die EVs zu
sedimentieren.& Wahrend groRe MPs mit niedrigeren
Zentrifugationsgeschwindigkeiten (10.000 - 20.000 x g) sedimentiert werden
konnen, mussen fur kleinere MPs oder Exosomen deutlich hohere
Geschwindigkeiten (100.000 — 200.000 x g) verwendet werden werden.®® Teils
wird die UZ um einen Saccharose-Dichtegradienten erweitert, um eine bessere
Trennung der EVs von Proteinen und Protein-Aggregaten zu erméglichen. Bei
der Isolation aus Blut ist jedoch auch bei Verwendung eines solchen Gradienten
die Verunreinigung mit High Density Lipoproteinen (HDL) mdglich, da diese, trotz
ihrer geringeren GroRe (~10 nm), eine Uberlappung in der Dichte mit EVs
haben.8? Dieses Problem ist mdglicherweise mit einem lodixanol-Gradienten

weniger bedeutsam.83
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Es gibt Hinweise, dass die UZ aufgrund ihrer hohen Scherkrafte die
biophysischen Eigenschaften und biologischen Aktivitaten der empfindlichen EVs
verandert oder zur Verklumpung von EVs fiuhrt.8* Boing et al. haben fur
thrombozytare MPs die Isolierung per Grél3enausschlusschromatographie (size
exclusion chromatography, SEC) etabliert, welche besser erhaltene und von
Lipoproteinen wie HDL getrennte MPs gewinnt.8> Mol et al. zeigten am Beispiel
von Kardiomyozyten-Vorlauferzellen, dass deren MPs isoliert per SEC im
direkten Vergleich zur UZ eine hohere biologische Aktivitat aufweisen. Vorteil

der SEC ist auch ihr vergleichsweise geringer zeitlicher Aufwand.8>86

Ein anderes, weniger verwendetes Verfahren nutzt magnetische oder nicht-
magnetische Beads mit gekoppelten Antikorpern als Immunoaffinitatsisolierung.
Ein Vorteil kbnnte hier sein, dass nicht nach der Grol3e, sondern nach den
Oberflachenmarkern isoliert wird. So kdnnen beispielsweise aus biologischen
Flussigkeiten wie Blut die EVs einer bestimmten Zellart isoliert werden, anstatt
die EVs verschiedener Zellarten, die eine ahnliche GroRe haben.8?

1.2.4.2 Quantifizierungsmethoden

Auch bei der Quantifizierung von EVs gibt es keine Standardisierung, obwohl
Versuche in dieser Hinsicht unternommen wurden.*382 Verfahren, die zur
Quantifizierung, GroéReneinschatzung und Visualisierung eingesetzt werden,
umfassen Durchflusszytometrie, dynamische Lichtstreuung,
Elektronenmikroskopie, Enzyme-linked Immunosorbent Assay,

Atomkraftmikroskopie und Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA).8’

Die am haufigsten verwendete Technik ist die Durchflusszytometrie.®” Das
Hauptproblem bei dieser Technik, die zur Analyse von Zellen entwickelt wurde,
ist die GroRe der EVs. Je nach Einstellungen und verwendetem
Durchflusszytometer ist unterhalb von etwa 200 — 300 nm keine Unterscheidung
der EVs vom Hintergrundrauschen mehr moglich.3%8” Diese Untergrenze kann
durch Fluoreszenzfarbungen etwas erweitert werden, die genaue Einschatzung
der GroRRe der Partikel ist aber nicht moglich.8” Haufig werden dabei Annexin V

oder ein anderer PS-Marker wie Lactadherin verwendet.*®* Bei RMPs wird
29



zumeist ein Antikdrper gegen CD235a (Glykophorin A) als Marker fur ihre
erythrozytare Herkunft verwendet, in der Regel als duale Farbung.?° Bei den
Einschrankungen der Durchflusszytometrie ist besonders wichtig, dass
standardisiert vorgegangen wird. Dafir wird die Verwendung von
Kalibrierungsheads wie Megamix und Quantifizierungsbeads bekannter
Konzentration empfohlen.®288 Im Vergleich zu anderen Techniken ist das
Verfahren gunstig, effektiv und breit verfligbar. Die Ergebnisse sollten jedoch

immer mit Vorsicht interpretiert werden.

Aufwandige Techniken wie Elektronenmikroskopie und Atomkraftmikroskopie
sind in der Analyse von EVs zum Beispiel zur Charakterisierung der Morphologie
und Grol3e sehr gut geeignet, aber kdnnen nur sehr begrenzt zur Quantifizierung

eingesetzt werden.4382

Nanopartikel-Tracking-Analyse, welche spezifisch fir kleine EVs entwickelt
wurde, kann effektiv und prazise zur Quantifizierung und GroRReneinschatzung
von EVs eingesetzt werden, ist jedoch noch nicht so breit verfiigbar. Auch solche
neuen Methoden sind nicht ohne Einschrankungen. Bei der NTA muss die
Software prazise eingestellt werden, um eine standardisierte Analyse zu
ermoglichen.*382 Bei der Analyse aus Blutprodukten mittels NTA konnen
Lipoproteine und Proteinkomplexe kaum von EVs @hnlicher Gro3e unterschieden
werden.?? Diesem Umstand konnte moglicherweise mit der Verwendung von
Fluoreszenzfarbungen begegnet werden.*® Ein weiteres Problem ist, dass eine
Uberlagerung kleinerer EVs durch groRere EVs in der gleichen Probe méglich

ist.43

1.3 Potenzielle Mechanismen zum Zusammenhang von

Transfusionen und Malignomen

EKs sollten idealerweise nur gesunde Erythrozyten in einer stabilisierenden
Pufferlosung enthalten, da Zweck der Transfusion eine Verbesserung des
Sauerstofftransports durch Anhebung des Hamoglobin-Werts ist. In der Realitat
enthalten EKs als biologisches Produkt jedoch zusatzlich viele biologisch aktive
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Faktoren wie Rest-Leukozyten, apoptotische Zellen, freies Hamoglobin, Eisen
und andere losliche Substanzen sowie extrazellulare Vesikel verschiedener
Zellreihen. Es ergeben sich daher zahlreiche potenzielle Mechanismen, welche
zu einem moglichen Zusammenhang zwischen Transfusionen und Malignomen

beitragen kdnnten.

1.3.1 Transfusion-related immunomodulation

Bei der Betrachtung des Zusammenhangs zwischen Transfusionen und
unglnstiger Prognose bei Malignompatienten steht schon seit langem die
immunmodulierende Wirkung von EKs im Vordergrund, welche man als
transfusion-related immunomodulation (TRIM) bezeichnet.8%%0 Grundsatzlich
wird hierbei angenommen, dass bestimmte Faktoren im EK Einfluss auf das
Immunsystem des Empfangers nehmen, wodurch EKs  sowohl
immunsupprimierende als auch pro-inflammatorische Effekte haben. Bei einer
Immunsuppression, die sich hieraus ergeben konnte, wiirde ein maligner Tumor
vom Immunsystem weniger an Wachstum und Invasion gehindert werden,
weshalb dies ein plausibler Erklarungsansatz fur die beobachteten
unerwiinschten Effekte von Transfusionen auf Malignompatienten ware. Des
Weiteren wére zu erwarten, dass dies Infektionen erleichtert, welche bei

Malignompatienten ohnehin haufiger auftreten und schwerer verlaufen kénnen.

Entdeckt wurde das Ph&nomen der TRIM im Kontext der frihen Zeit der
Nierentransplantation, als wirkungsvolle Immunsuppressiva noch nicht verfigbar
waren. Bei den haufig transfusionspflichtigen Niereninsuffizienten stellte man
bereits in den 1970er Jahren fest, dass transfundierte Patienten ein besseres
Graftliberleben bei einer darauffolgenden Nierentransplantation hatten.%192
Gantt stellte 1981 die Vermutung auf, dass diese immunsupprimierende Wirkung,
die bei Nierentransplantationen erwtinscht sein kann, bei Malignompatienten zur
unerwiinschten Immuntoleranz gegentiber dem Krebs flihren konnte.®® 1988
zeigten Tartter et al. mit einer prospektiven Beobachtungsstudie, dass
perioperative Transfusionen ein unabhangiger Risikofaktor flir infektiose
Komplikationen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom sind.® Weitere Studien

bestétigten diese Beobachtungen. So zeigte zum Beispiel eine retrospektive
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Analyse von 24.230 Patienten mit kolorektalem Karzinom aus dem Staat New
York, die zwischen 2004 und 2011 operiert wurden, dass perioperative
Transfusionen mit hoherem Risiko fur Sepsis assoziiert sind (8,2 % vs. 2,3 %, p
< 0,0001). In dieser Studie zeigten sich zudem sowohl Transfusionen als auch
Sepsis als Risikofaktor fir Gesamtmortalitat, und das gemeinsame Vorliegen von
Sepsis und Transfusionen hatte einen additiven Effekt auf die

Gesamtmortalitat.%4

Inzwischen sind zahlreiche mdgliche Mechanismen identifiziert, die TRIM
erklaren konnten.

Eine mdgliche Ursache fur TRIM sind residuale Leukozyten. Heute werden EKs
zwar standardmé&fRig leukodepletiert, um Leukozyten nahezu vollstandig zu
entfernen. Es wurde jedoch gezeigt, dass trotz Leukodepletion noch eine kleine
Zahl an Leukozyten in EKs verbleibt.®> AuBerdem wurde in vitro gezeigt, dass der
Uberstand aus leukodepletierten EKs noch immunmodulierende Eigenschaften
hat.96'97

So zeigten Baumgartner et al., dass der Uberstand aus nicht-leukodepletierten
EKs eine pro-inflammatorische, LPS-induzierte Zytokin-Antwort mit einer
verstarkten Sekretion von IL-18, TNF-a und IL-6 durch mononukledren Zellen
hervorrufen kann. Der Effekt auf IL-1B und IL-6 war dabei starker, je langer das
EK gelagert wurde. Es wurden zudem die Uberstande aus gealterten EKs (Tag
42 nach Entnahme) mit oder ohne Leukoreduktion verglichen. Die
Leukoreduktion verminderte dabei signifikant die IL-1B-Sekretion, nicht aber die
Produktion von TNF-a oder IL-6.%

Eine andere Studie von Baumgartner et al. zeigte, dass sowohl der Uberstand
aus leukodepletierten als auch aus nicht-leukodepletierten EKs regulatorische T-
Zellen induzieren kann, wenn er auf peripheren mononukleéaren Zellen inkubiert
wird.%”

Eine Studie von Patel et al. untersuchte den Effekt des Uberstandes aus EKs auf
die Freisetzung LPS-induzierter Zytokine (TNF-a, IL-6, IL-8) aus Vollblut sowie
die Ubiquitin-Konzentration im Uberstand im Verlauf der Lagerung. Es zeigte sich
dabei ein linearer Anstieg der Ubiquitin-Konzentration tber die Lagerungsdauer

(bis Tag 42), der mit einem immunmodulierenden Effekt des Uberstands auf
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Vollblut korrelierte (TNF-a-Inhibition Uber Stimulierung der IL-8-Produktion). Die
Autoren nehmen an, dass die Ubiquitin-Konzentration im EK aufgrund der
schieren Masse der Erythrozyten unabhangig von einer Leukoreduktion ist, und
vermuten daher, dass Ubiquitin an TRIM beteiligt sein konnte.%®

Die bereits erwahnte Studie von Zhang et al., die eine verstarkte
Lungenmetastasierung in einem Melanom-Mausmodell nach Transfusion von
leukoreduziertem Vollblut feststellte (siehe 1.1.3 Studien im Tiermodell),
untersuchte zusatzlich die mdogliche Beteiligung extrazellularen Ubiquitins an
TRIM und vermehrtem Tumorwachstum. In vitro verstarkte extrazellulares
Ubiquitin hier signifikant die Proliferation und Invasion und senkte die Apoptose-
Rate von Melanomzellen. Es wurde zudem der Ubiquitin-Gehalt der EKs im
Verlauf der Lagerung bestimmt und eine positive Korrelation der Konzentration
zur Lagerungszeit bestatigt. Im Folgenden wurden analog zur Studie mit
Transfusionen im Melanom-Mausmodell zwei Interventionsgruppen mit frischem
Vollblut und einer von zwei zugesetzten Ubiquitin-Konzentrationen durchgefuhrt,
die dem Gehalt von einer Einheit bzw. zehn Einheiten 15 Tage gelagertem
Vollblut entsprechen. Im Vergleich zur Kontrolle und frischem Vollblut fihrte
Ubiquitin beider Konzentration zur verstarkten Tumormarkerexpression im post
mortem untersuchten Lungengewebe an Tag 21 nach Behandlung, wie auch
schon fur 15 Tage gelagertes Vollblut gezeigt wurde. In einem weiteren
Mausmodell mit Fluoreszenz-markierten Melanomzellen fiihrte reines Ubiquitin
der beiden Konzentrationen bereits einen Tag nach Behandlung im Vergleich zu
einer Ubiquitin-freien Kontrolle zu einer verstarkten Migration von Tumorzellen in
die Lunge. Dies wurde sowohl durch den fluoreszenzmikroskopischen Nachweis
der enhanced green fluorescent protein — positiven Melanomzellen als auch
durch den Vergleich der Tumormarker-Expression gezeigt. Des Weiteren fuhrten
beide Ubiquitin-Behandlungen zu einem verringerten Uberleben der Mause.
Untersuchungen aus peripherem Blut der Mause zeigten zudem signifikante
Veranderungen der Immunzellen sowohl nach Transfusion mit 15 Tage
gelagertem leukoreduzierten Vollblut als auch nach Behandlung mit frischem
leukoreduzierten Vollblut, welches mit Ubiquitin versetzt wurde. Die Autoren
vermuten daher eine Beteiligung von Ubiquitin an der vermehrten Metastasierung

des Melanoms in die Lunge, welche auf TRIM zuriickzufiihren sein konnte.3*
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Ein weiterer Mechanismus fir TRIM ergibt sich aus der Akkumulation von Lyso-
Phosphatidylcholinen in EKs, welche in vitro die Oxidase-Aktivitat neutrophiler
Granulozyten verstarken®® sowie Nattirliche Killer-T-Zellen aktivieren konnen.1%°
Zudem konnten RMPs aufgrund ihrer zahlreichen immunmodulierenden
Aktivitaten an TRIM beteiligt sein (siehe 1.2.3 Biologische Aktivitaten).

Es bieten sich also einige Mechanismen, die zu TRIM beitragen koénnten.
Moglicherweise ist TRIM zumindest zum Teil kausal an der schlechteren
Prognose von Malignompatienten nach Transfusionen beteiligt. Auch die
Assoziation von Transfusionen und héherem Risiko einer Malignomdiagnose
ware durch TRIM miterklarbar (siehe 1.1.2 Studien zum Malignomrisiko bei
malignomfreien ). Der tatséchliche klinische Einfluss des Phanomens TRIM in
diesen Zusammenhangen bleibt derzeit aber noch unklar, da die meisten Studien

in Tiermodellen oder in vitro durchgeftihrt wurden.®®

1.3.2 Induktion oder Ubertragung von Krebs

Weitere Erklarungsansatze fur die Ergebnisse der Studien, die eine Assoziation
von Transfusion und héherem Risiko einer Malignomdiagnose zeigen, sind zum
einen die hdmatogene Transmission maligner Zellen und zum anderen die

Induktion von Krebs durch Ubertragung karzinogener Viren.

Menschen mit malignen Erkrankungen werden von der Blutspende
ausgeschlossen, da eine hamatogene Ubertragung maligner Zellen vermieden
werden soll. Es bleibt aber die Moglichkeit, dass ein Spender eine unerkannte
maligne Erkrankung und im Blut zirkulierende entarteten Zellen hat. Das
Immunsystem ist im Normalfall &ul3erst effektiv in der Beseitigung kdrperfremder
Zellen. Wahrend es also zwar theoretisch mdglich ist, dass maligne Zellen im
Rahmen einer Transfusion Ubertragen werden, ist es nahezu ausgeschlossen,
dass das Malignom sich dann im Empfanger manifestieren kann. Eine
hamatogene Transmission von Malignomen wurde noch nie im Rahmen einer
Transfusion, jedoch in anderem Kontext im Rahmen von Einzelféllen

beschrieben, beispielsweise von einer Schwangeren auf den Fétus'®! oder von
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einem operierten Malignompatienten auf den Chirurgen im Rahmen einer
Nadelstichverletzung.1%?

Zudem gibt es Situationen, in denen das Immunsystem fremde, per Transfusion
Ubertragene benigne Zellen Uber lange Zeit toleriert. Ein Beispiel dafur ist der
Transfusions-assoziierte ~ Mikrochimerismus. Dieses  Ph&nomen tritt
insbesondere bei Traumapatienten auf, die kurz nach einer massiven Blutung
transfundiert werden. Es kommt dabei zum langfristigen Einnisten und Uberleben
von Spender-Leukozyten im Empfanger, da anscheinend das Immunsystem in
dieser kritischen Phase eine mehr oder weniger dauerhafte Toleranz gegenuber
den fremden Zellen entwickelt. Ob dies Konsequenzen fir den Patienten hat, ist
noch unklar.193

Dass eine Ubertragung von malignen Zellen zu einem erhéhten Malignomrisiko

nach Transfusion beitragt, erscheint insgesamt eher unwahrscheinlich.

Die Ubertragung karzinogener Viren durch Transfusionen hingegen ist ein
Mechanismus, der nicht nur als bewiesen gilt, sondern dem durch
Routinetestungen, wie beispielsweise auf Hepatitisviren, bereits begegnet wird.

Eine Vielzahl an humanpathogenen Viren wurde identifiziert, die bei Infektion das
Risiko erhdhen, dass betroffene Zellen entarten. Dazu gehéren unter anderem
das Humane T-lymphotrope Virus 1 (HTLV-1, adulte T-Zellleukdmie), die
Hepatitis-Viren B und C (hepatozellulares Karzinom), Humanes Herpesvirus 8
(HHVS, Kaposi-Sarkom), Epstein-Barr-Virus (Burkitt-Lymphom,
nasopharyngeales Karzinom) und Humanes Papillomavirus (Zervixkarzinom).104
Blutspender werden heute zwar routinemalf3ig auf die Hepatitisviren B und C und
das Humane Immundefizienz-Virus getestet, aber eine Testung auf viele andere
onkogene Viren, die nachweislich Uber Transfusionen Ubertragen werden
kénnen, findet routinemalig nicht statt.

In vielen Landern mit hohem Einkommen und niedriger Préavalenz wird
inzwischen auch auf HTLV-1 getestet, gerade in Hochpravalenzregionen fehlt
aber noch ein Screening.1%

Das Epstein-Barr-Virus kann per Transfusion Ubertragen werden und verursacht
normalerweise nur leichte Erkrankungen, ist aber bei immunsupprimierten

Patienten auch mit malignen Erkrankungen assoziiert.106.107
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Eine Untersuchung von Hladik et al. in Uganda, einem Endemiegebiet fiir HHVS,
zeigte, dass das Virus lUber Transfusionen tbertragbar ist.1% Die Bedeutung der
Mdglichkeit der Ubertragung von HHVS8 in Landern mit niedriger Pravalenz wie

Deutschland (Seropositivenrate 1 — 3 %) ist noch unklar.106

Dem Risiko, aufgrund von einer Transfusion-assoziierten Virusinfektion ein
erhbhtes Malignomrisiko zu entwickeln, wird durch Routinetestung der
Blutspender in der modernen Transfusionsmedizin wahrscheinlich effektiv
begegnet. Da jedoch auf einige karzinogene Viren nicht getestet wird, konnten
diese weiterhin durch Transfusionen u(bertragen werden. Zudem ist nicht
ausgeschlossen, dass (noch) unbekannte Viren oder andere Mikroorganismen
Uber EKs ubertragen werden kdnnten, welche unerwinschte Auswirkungen im

Empfanger haben.

1.3.3 Nebenwirkungen von Transfusionen

Malignompatienten unterliegen ebenso wie Patienten ohne Malignome den
Ublichen Nebenwirkungen von Transfusionen. Allgemeine Nebenwirkungen bei
der Transfusion verschiedener Blutprodukte umfassen allergische Reaktionen,
hamolytische Sofort- und Spatreaktionen bei Inkompatibilitaten von
Blutgruppenantigenen, febrile nicht hamolytische Transfusionsreaktionen,
transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz, transfusionsassoziierte akute
Volumenbelastung, Ubertragung von Infektionskrankheiten, Eisentiberladung
und Weitere, die in ihrer Gesamtheit zu einer signifikanten Morbiditdt nach
Transfusion  beitragen.’®® Durch  Verbesserungen im Bereich der
Transfusionsmedizin sind Blutprodukte in Industrienationen heute wahrscheinlich
sicherer denn je. Schwere Transfusionszwischenfalle, die beispielsweise
aufgrund  einer  Verwechslung eintreten, sind durch  zahlreiche
Sicherungsmechanismen sehr selten geworden. Die Zahl der jahrlichen
Todesfédlle, die das Paul-Ehrlich-Institut in Deutschland kausal auf eine
Transfusion zurtckfuhrt, bewegt sich im einstelligen bis niedrigen zweistelligen
Bereich.! Es kommt seit Einflihrung der Routinescreenings von Blutspendern auf
HIV, HCV und HBV in Deutschland nur noch in Einzelfallen zu Ubertragungen

dieser Viren durch Blutprodukte.! Zudem hat sich wie bereits erwahnt die
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Leukodepletion von EKs etabliert, weshalb auch die zellulare Reinheit der
Transfusionen gestiegen ist. Es gibt diesbeziglich jedoch eine kontroverse

Diskussion dariber, ob diese wirklich notwendig und wirtschaftlich sinnvoll ist.*10

EKs enthalten mit 200 — 250 mg eine groRBe Menge Eisen.!! Da der Korper nur
eine begrenzte Menge Eisen aufnehmen und abgeben kann, haben
Transfusionen daher insbesondere bei chronisch Transfusionspflichtigen auch
das Risiko einer Eisenuberladung, wahrend diese Nebenwirkung bei kurzzeitig
Transfundierten wenig wahrscheinlich ist.11* Ein komplexer Einfluss von Eisen
auf Malignomzellen in experimentellen Studien und die Ergebnisse von
Beobachtungsstudien zeigen jedoch, dass Eisen mdglicherweise an der
Entstehung, dem Wachstum und der Metastasierung von Malignomen beteiligt

ist.112

1.3.4 Extrazellulare Vesikel

Da RMPs in EKs im Laufe der Lagerung in hohen Konzentrationen akkumulieren,
wird vermutet, dass sie insbesondere bei der Transfusion alterer EKs einen Anteil
an Nebenwirkungen haben kénnen. Die Studienlage zu gealterten EKSs ist nicht
eindeutig, es Uberwiegt jedoch Evidenz, dass gealterte EKs (bis Tag 42) ebenso
sicher wie frische EKs sind. Es gibt aber Hinweise, dass bestimmte
Patientengruppen wie kritisch kranke Kinder oder Traumapatienten anfalliger fur

schwere Nebenwirkungen durch gealterte EKs sind.!3

Die bisher entdeckten biologischen Aktivitaten von RMPs umfassen vor allem
Effekte auf Koagulation, Immunsystem und Vasoregulation (siehe 1.2.3
Biologische Aktivitdten). Diese Aktivitaten konnten sich negativ auf den
Transfundierten auswirken. EKs enthalten jedoch nicht nur EVs erythrozytérer
Herkunft.>® So konnen auch MPs thrombozytarer Herkunft in EKs verbleiben,
welche ebenso an Nebenwirkungen beteiligt sein konnten.”® So beeinflussen sie
ebenfalls die Blutgerinnung und sind mdglicherweise an der erhéhten Inzidenz
von vendsen Thrombosen und Embolien nach Transfusion von
Thrombozytenkonzentraten bei Malignompatienten beteiligt.”3114 Thrombozytare

MPs haben aufRerdem immunmodulierende Eigenschaften, die zu TRIM
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beitragen konnten.*>"3 In einem zerebralen Ischamie-Modell der Ratte wurde
zudem gezeigt, dass thrombozytdre MPs Uber den vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor die Angiogenese induzieren kénnen.'> Fir das Wachstum
solider Tumore ist die Blutversorgung oft ein limitierender Faktor, weshalb ein

ahnlicher Effekt in der Tumorumgebung fur dessen Wachstum vorteilhaft ware.

Denkbar, aber noch nicht erforscht, waren auch direkte zellulare Effekte von EVs
aus EKs auf maligne Zellen. Dafur kAmen aufgrund ihrer Akkumulierung tber die
Lagerungszeit der EKs primar RMPs in Frage, welche in anderem Kontext (zum
Beispiel durch Aufnahme durch Immunzellen) tatsachlich zellulare Reaktionen

hervorrufen konnen.’®

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Zusammenfassend gibt es eine Assoziation von Transfusionen und ungunstiger
Prognose bei vielen Malignomen, insbesondere beim kolorektalen Karzinom. Ob
diese kausal durch den Inhalt der EKs oder aber durch die Umstéande der
Transfusion bedingt ist, kann man zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sagen. Mit
der zunehmenden Beforschung der EVs zeigt sich, dass sie ein in der
konventionellen Zellbiologie bisher weitgehend unbeachtetes Kompartiment
darstellen, das zwar scheinbar Einfluss auf zahlreiche physiologische und
pathophysiologische Prozesse haben kann, dessen Bedeutung in den meisten
Bereichen aber noch unklar ist. Die RMPs, die man in EKs vorfindet,
akkumulieren in diesen in unphysiologischer Weise und unterscheiden sich
moglicherweise von denen, die in vivo entstehen. In vorherigen Studien zeigten
sie zahlreiche biologische Aktivitdten, weswegen auch eine Beteiligung an einer
moglichen Kausalitat zwischen Transfusionen und Malignomwachstum nicht
ausgeschlossen werden kann. Wahrend unter anderem durch eine mogliche
Beteiligung der RMPs an TRIM bereits ein Mechanismus hierfir postuliert wurde,

wurden die direkten Effekte auf maligne Zellen noch nicht untersucht.

In dieser Arbeit sollen daher in vitro die direkten zellularen Effekte von RMPs auf
die humane Kolonkarzinomzelllinie HCT-116 untersucht werden. Zudem soll

mithilfe zwei verschiedener Isolierungsmethoden verglichen werden, ob die Art
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der Isolierung sich auf mdgliche biologische Aktivitdten auswirkt, wie es schon
fur EVs anderer zellularer Herkunft gezeigt wurde. Daflr soll neben der bereits

etablierten UZ die SEC fur die Isolierung von RMPs angepasst werden.

2 Material

2.1 Zelllinie

Die verwendeten HCT-116-Zellen stammen vom Leibniz-Institut Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. Die HCT-116-Zelllinie

ist eine menschliche, adharent wachsende Kolonkarzinomzelllinie.

2.2 Zellkulturmedien

Tabelle 2: Verwendete kommerzielle Medien

Medium Hersteller
DMEM mit Phenolrot Thermo Fisher Scientific
DMEM ohne Phenolrot Thermo Fisher Scientific

Abk.: DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

Tabelle 3: Verwendete Zusatze fur Zellkulturmedien

Zusatz Hersteller

FCS Thermo Fisher Scientific
Exosomen-depletiertes FCS Thermo Fisher Scientific
Penicillin/Streptomycin Sigma-Aldrich
L-Glutamin 200 mM Thermo Fisher Scientific

Abk.: FCS = fetales Kalberserum.
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Tabelle 4: Verwendete zusammengesetzte Zellkulturmedien

Medium Zusammensetzung
Kulturmedium DMEM mit Phenolrot
10 % FCS

100 U / ml Penicillin
100 pg / ml Streptomycin
Assaymedium DMEM ohne Phenolrot
10 % Exosomen-depletiertes FCS
100 U / ml Penicillin
100 pg / ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
Einfriermedium 1 DMEM mit Phenolrot
100 U / ml Penicillin
100 pg / ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
40 % FCS
Einfriermedium 2 DMEM mit Phenolrot
100 U / ml Penicillin
100 pg / ml Streptomycin
2 mM L-Glutamin
20 % DMSO
Alle Prozentangaben entsprechen Volumenprozenten. Die zusammengesetzten
Zellkulturmedien wurden bei 4° C gelagert. Abk.: DMEM = Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, DMSO = Dimethylsulfoxid, FCS = fetales Kalberserum.

2.3 Labormaterial, Chemikalien und Kits

Tabelle 5: Verwendetes Labormaterial

Bezeichnung Typ Hersteller
6-Well-Mikrotiterplatte Cellstar®, transparent, Greiner Bio-One

far Zellkultur flacher Boden, steril
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96-Well-Mikrotiterplatte
fur
Fluoreszenzmessungen
96-Well-Mikrotiterplatte
fur Zellkultur
Blotting-Filterpapier
Blotting-Schwamm
Chromatographie-Saule
Dreiwegehahn
Durchflusszytometrie-
Roéhrchen
Einwegpipetten
Filter far 1,5 ml
ReaktionsgefalRe
Gefrierbehélter
Glaswaren
(Messzylinder,
Becherglaser, Flaschen)
und Kunststoff-
Messzylinder
Kryordhrchen
Neubauer Improved
Einweg-Zahlkammer
Nitrozellulosemembran

Pipettenspitzen

Polycarbonatmembran-
Zellkultureinsatze fur 24-
Well-Mikrotiterplatten
Reaktionsgefalle grofl3
Reaktionsgefalie klein

Reservoir aus Polystyrol

Schwarz, flacher Boden,
steril
Transparent, flacher

Boden, steril

Poly-Prep®
Discofix®-3

Falcon® 5 ml

2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml,
50 mi

Ultrafree-MC, GV 0,22
pum, 0,5 ml

Nalgene® Mr. Frosty®

Nalgene®, 2 ml
C-Chip

Pierce, 0,45 um

10 pl, 200 pl, 1.000 pl,
5.000 pl
Transwell®, Membran

mit 8 um-Poren

Cellstar® 15 ml, 50 ml
0,5ml, 1,5 ml, 2 mi
StarTub PS
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Corning

Corning

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad
Braun

Corning

Greiner Bio-One

Merck Millipore

Thermo Fisher Scientific
Duran, Vitlab,

Fisherbrand

Thermo Fisher Scientific

Science Service

Thermo Fisher Scientific
Starlab

Corning

Greiner Bio-One

Sarstedt
Starlab



Spacer fir UZ OptiSeal

Spritzen BD Plastipak™ Spritzen
mit BD  Luer-Lok™-

Ansatz, 50 ml

Transfusionssystem Sangofix®
Ultrazentrifugations- OptiSeal 8,9
réhrchen Polypropylen
Verschlussfolie Parafilm ,M*“

Zellkulturflasche Cellstar® 75 cm?2

Zellschaber 28 cm, steril

Zentrifugenréhrchen mit ' Amicon Ultracel-PL 15

Membran ml, 3 kDa

Zentrifugenrohrchen LightSafe 50 ml

schwarz

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien

Chemikalie

4-20 % Mini-PROTEAN® TGX™ Gradientengele

Accutase

Annexin V APC

Annexin V-Bindungspuffer
Anti-CD235a, BV421 Maus Anti-Mensch
Beschichtungspuffer

Bromphenolblau

Calcein-AM

CFSE

cOmplete™ Mini Proteasehemmer-Cocktalil
DMSO

PBS

Ethanol vergallt, = 99,8 %

Formaldehyd

Glycerol
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Beckman Coulter
BD

Braun

Beckman Coulter

American National Can
Greiner Bio-One
Greiner Bio-One

Merck Millipore

Sigma-Aldrich

Hersteller

Bio-Rad

Sigma-Aldrich

BD

BD

BD

Trevigen

Sigma-Aldrich

Bio Trend

Thermo Fisher Scientific
Roche

AppliChem

Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Sigma-Aldrich

Carl Roth



Glycin

Matrigel® Basalmembran-Mix

Megamix-Plus SSC-Kalibrierungsbeads

Methanol

MP-Quantifizierungsbeads

NewBlot™ Nitro Stripping Buffer

NP-40

Odyssey Blocking Buffer

PhosSTOP™ Phosphatasehemmer

Precision Plus Protein™ Proteinstandard

SDS

Sepharose CL-2B

Tris-base
Tris-HCI
Trypanblau

Trypsin-EDTA-L6sung

Tween 20
WST-1

Zelldissoziationslésung

B-Mercaptoethanol

VWR

BD

Stago

Carl Roth
Stago
LI-COR
Sigma-Aldrich
LI-COR
Roche
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
GE Healthcare
Sigma

Carl Roth
VWR

Sigma
Biochemica
Roche
Trevigen
Sigma-Aldrich

Abk.: Calcein-AM = Calcein-Acetoxymethylester, CD = Cluster of Differentiation,

CFSE = Carboxyfluoresceinsuccinimidylester, DMSO = Dimethylsulfoxid, PBS =

phosphatgepufferte Salzlosung, EDTA =

Nonident P40, SDS = Natriumdodecylsulfat, SSC = Seitwartsstreuung, Tris

Tris(hydroxymethyl)aminomethan, WST-1 = wasserldsliches Tetrazolium-1.

Tabelle 7: Verwendete kommerzielle Kits

Bezeichnung

Pierce™ BCA Protein BCA Reagens A

Assay Kit

Inhalt

BCA Reagens B

Standard-BSA [2 pg / ul]
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Ethylendiamintetraacetat, NP40

Hersteller

Thermo Fisher Scientific



QuantiChrom™ Iron Reagens A BioAssay Systems
Assay Kit Reagens B

Reagens C

Eisenstandard (Fe?*)

[10 mg / dl]

Abk.: BCA = Bicinchoninsdure, BSA = bovines Serumalbumin.

2.4 Puffer und Antikorper fur SDS-PAGE und Western Blotting

Tabelle 8: Verwendete Puffer fir SDS-PAGE und Western Blotting

Puffer Zusammensetzung
SDS-Lysepuffer 55,5 mM Tris-HCI pH 6,8
2,2 % SDS

9 % (v/v) Glycerol
1 x PhosSTOP
1 x cOmplete Mini
Laufpuffer fir SDS-PAGE 25 mM Tris-base
192 mM Glycin
1 % (m/v) SDS
Transferpuffer flir Western Blot 25 mM Tris-base
192 mM Glycin
20 % Methanol
5 x Lammli-Puffer 250 mM Tris-HCI pH 6,8
5 mM EDTA
50 % Glycerol
10 % SDS
0,05 % Bromphenolblau
10 % B-Mercaptoethanol
Abk.: EDTA = Ethylendiamintetraacetat, PAGE
Polyacrylamidgelelektrophorese, SDS = Natriumdodecylsulfat, Tris

Tris(hydroxymethyl)aminomethan.
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Tabelle 9: Verwendete Antikorper fir Western Blotting

Primér- & Hersteller Verwendete
Sekundarantikdrper Verdinnung
GSK-3p Santa Cruz 1:1.000

800 CW donkey anti-goat LI-COR 1:10.000
P-GSK-383 Santa Cruz 1:500

680 RD donkey anti-goat LI-COR 1:10.000
PCNA Abcam 1:1.000

800 CW donkey anti-mouse @ LI-COR 1:20.000
B-Aktin Santa Cruz 1:1.000

800 CW donkey anti-mouse | LI-COR 1:10.000

Abk.: PCNA = proliferating cell nuclear antigen, (P)-GSK-38 = (Phospho)-
Glykogensynthase-Kinase 3.

2.5 Gerate und Software

Tabelle 10: Verwendete Gerate

Gerat
Autoklav

Brutschranke

Durchflusszytometer
Elektrophorese-
Stromversorgung
Feinwaage
Heiz-Thermoschiuittler
Inverses Labormikroskop
Magnetrihrer
Mikroplattenlesegerat
Nanopartikelgrofien-
Analysator

Pipettierhelfer

Modell

VX-95

Heracell 150i
Incubator
FACSCanto™ Il

Consort EV231

TE212

MHR 13

DM IL LED

RCT Basic
Infinite M200 Pro
NS500

Accu-jet® pro
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CO2

Hersteller
Systec
Thermo Fisher
Scientific

BD

Sigma-Aldrich

Sartorius
Biotech
Leica

IKA Werke
Tecan

Nanosight

Brand



Reagenzglasschiittler
Rollschttler
Sicherheitswerkbank

Tischzentrifugen

Ultraschall-Homogenisator

Ultrazentrifuge

Ultrazentrifugen-Rotor

Wasserdeionisieranlage

Western Blot- und
Elektrophorese-Kammer
Western Blot-
Bildgebungssystem
Zentrifugen

Vortex-Genie 2
SRT9D
Herasafe KS15

Galaxy Mini
MyFuge Mini
Sonopuls HD2070
Sorvall OTD Combi

T-1270 Rotor

Milli-Q Advantage A10

Mini Trans-Blot® Cell
Odyssey CLx Modell-
Nummer 9140

5810R

5417R

5424R

Heraeus Multifuge 1S-R

Tabelle 11: Verwendete Software

Bezeichnung
NanoSight NTA 3.2
FACS Diva

Einsatz

VWR
Stuart
Thermo Fisher
Scientific
VWR
Benchmark
Bandelin
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Merck Millipore
Bio-Rad

LI-COR

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Thermo Fisher

Scientific

Nanopartikel-Tracking-Analyse

Durchflusszytometrie

FCS Express 4 Flow Research Edition

GraphPad Prism 8/9
Image Studio Lite 5.2

Tecan i-control 2.0

Statistik und Graphiken

Western Blots

Mikroplattenlesegerat
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Zum Wachsen in Kultur oder wéhrend der Zellkulturassays wurden die HCT-116-
Zellen bei 37° C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit im Brutschrank inkubiert.
Zur Kultivierung wurden Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)-basierte
Kulturmedien mit fetalem Kalberserum (FCS) verwendet. Fiur die
Zusammensetzung der verwendeten Kultur-, Assay- und Einfriermedien siehe
Tabelle 4. In der Zellkultur verwendete Medien, phosphatgepufferte Salzlésung
(phosphate-buffered saline, PBS), Trypsin und Accutase wurden vor

Verwendung im Wasserbad auf 37° C aufgewarmt.

3.1.1 Splitten der Zellen

Zum Splitten der Zellen wurde zunachst das Medium entfernt und die Zellen
wurden mit PBS gewaschen. Nach Entfernen der PBS wurden 3 ml Trypsin auf
die Zellen gegeben und die Kulturflasche bei 37° C in den Brutschrank gegeben,
um die adharenten Zellen vom Boden abzuldsen. Nach 5 — 10 Minuten wurde
lichtmikroskopisch Uberprift, ob die Zellen vollstandig abgelést waren. Dies
wurde sonst durch leichtes Klopfen an die Seitenwand der Kulturflasche erwirkt.
Durch Zugabe von 7 ml Kulturmedium wurde die Reaktion gestoppt. Ein
bestimmter Anteil der Zellsuspension wurde in eine neue Zellkulturflasche
Uberfuhrt und mit Medium auf 20 ml aufgeftllt. Dabei wurden die Zelllinien etwa
alle 2 bis 3 Tage im Verhéltnis 1:2,5 bis 1:10 gesplittet, um eine konstante Zellzahl

zu erhalten und eine GberméaRige Konfluenz zu verhindern.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Vor Einfrieren der Zellen wurde zunachst lichtmikroskopisch deren Viabilitat
Uberprift. Es erfolgte dann nach Entfernen des Mediums ein Waschschritt mit 10
ml PBS in der Zellkulturflasche. Dann erfolgte ein Trypsinieren der Zellen wie bei
der Kultivierung (siehe 3.1.1 Splitten der Zellen), welches durch Zugabe von

Medium gestoppt wurde. Nun wurden die abgelésten Zellen, suspendiert in

47



Medium, aus der Zellkulturflasche enthommen und gewaschen. Dies erfolgte
durch eine Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 500 x g fur 5 Minuten. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 10 ml PBS resuspendiert
und erneut zentrifugiert (Raumtemperatur, 500 x g, 5 Minuten). Der Uberstand
wurde entfernt, die Zellen wurden in 800 pl Einfriermedium 1 resuspendiert und
in ein Kryoréhrchen tberfuhrt. Dann wurden 800 pl Einfriermedium 2 hinzugeflgt
und das Kryoréhrchen im Gefrierbehalter ztgig in den -80° C Ultratiefkiihlschrank
gestellt. Nach 24 Stunden wurde das Kryorohrchen aus dem Gefrierbehélter
entnommen und weiter bei -80° C gelagert. In der Regel wurden 2,5 — 5 x 10°

Zellen / ml eingefroren.

Zum Auftauen von Zellen wurde das entsprechende Kryoréhrchen im
Brutschrank bei 37° C aufgetaut. Sobald wie mdglich wurden der Zellsuspension
10 ml 37° C warmes Kulturmedium hinzugeftigt und dann bei Raumtemperatur
mit 500 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation
wie eben beschrieben. Nach Entfernung des Uberstandes wurden die Zellen in
20 ml Kulturmedium resuspendiert und zur Kultivierung in eine Zellkulturflasche

Uberfihrt.

3.1.3 Zellz&hlung

Um Zellkulturassays mit definierten Zellzahlen durchfiihren zu kénnen, wurden
die kultivierten Zellen zunachst mithilfe von Neubauer improved-Zahlkammern
manuell ausgezahlt. Daftr wurde eine 10 pl grol3e Stichprobe der vorbereiteten,
abgelosten Zellsuspension entnommen und zur Viabilitatsbestimmung mit 40 pl
Trypanblau versetzt.

Tote Zellen werden durch Trypanblau blau gefarbt. Viable Zellen werden nicht
gefarbt, da es nicht durch ihre Membran gelangt.

10 pl der gefarbten Zellsuspension wurden in die Zahlkammer gegeben und
anschlielend wurden bei 100x absoluter VergréRerung die viablen Zellen in den
vier Eckquadraten der Zahlkammer ausgezahlt und die Werte gemittelt. Da jeder

Eckquadrant ein Volumen von 0,1 pl umfasste und eine 1:5-Verdinnung
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vorgenommen wurde, musste das Ergebnis noch mit 5 x 10* multipliziert werden,

um die Zellzahl pro Milliliter zu ermitteln.

3.2 Isolierung und Lagerung erythrozytarer Mikropartikel

Die RMPs wurden aus EKs isoliert. Diese wurden vom Deutsches Rotes Kreuz-
Blutspendedienst Baden-Wurttemberg — Hessen (Frankfurt, Deutschland)
beschafft. Die Isolierung fand am 42. Tag nach Entnahme der EKs statt. Isolierte
RMPs wurden in Aliquots bei -80° C gelagert und fir folgende Versuche nur

einmal wieder aufgetaut.

3.2.1 Ultrazentrifugation

Die primare Isolierungsmethode war die UZ. Grundprinzip bei einer
Zentrifugation ist das Auftrennen in Suspension befindlicher Molekile nach ihrer
Massentragheit. Die bei der Zentrifugation erzeugte Zentrifugalkraft ist bei
biologischen Verfahren meist ein Vielfaches der Erdbeschleunigung g (9,81 m /
s?). Durch hohere G-Zahlen kénnen auch Bestandteile niedrigerer Dichte
sedimentiert werden. Im Kontext der Isolierung von EVs aus biologischen
Flissigkeiten wie Blut werden in der Regel zunachst geringe G-Zahlen
eingesetzt, um ganze Zellen zu entfernen, dann gréRere G-Zahlen zur
Entfernung von Zellschrott, und anschlie3end erheblich gréRere G-Zahlen bzw.
ein oder mehrere Ultrazentrifugationsschritte zur Sedimentierung der EVs. Die
bei der UZ gewdahlten G-Zahlen missen dabei an die Eigenschaften der zu
isolierenden EVs angepasst werden. Ein anderer Ausdruck fur eine solche
mehrschrittige Zentrifugation zur Auftrennung einer Suspension in verschiedene

Fraktionen ist Differenzialzentrifugation.83

Die Zentrifugationsschritte fanden alle bei 4° C statt. Alle Schritte zwischen den

Zentrifugationen wurden unter der Sicherheitswerkbank und auf Eis

durchgefiihrt. Zunachst wurde das EK mit einem Transfusionssystem und einer

50 ml Spritze unter leichtem Sog auf mehrere 50 ml fassende

Zentrifugenrohrchen aufgeteilt. AnschlieRend wurde eine Zentrifugation mit 500

x g fur 15 Minuten durchgefuhrt, um die Erythrozyten zu sedimentieren. Der
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Uberstand wurde gesammelt und bei 4.600 x g fir 20 Minuten zentrifugiert, um
verbliebene Zellen und Zellschrott zu sedimentieren. Der Uberstand wurde
erneut gesammelt und bei 100.000 x g fur 90 Minuten ultrazentrifugiert. Das
Pellet enthielt die RMPs. Zum Waschen wurde das Pellet nach Entfernen des
Uberstandes in PBS resuspendiert und erneut bei 100.000 x g fur 90 Minuten
ultrazentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Pellet mit den
gewaschenen RMPs wurde in 1,6 ml PBS resuspendiert und in acht Aliquots a
200 pl aufgeteilt. Sieben Aliquots wurden direkt bei -80° C eingefroren und
gelagert. Das achte Aliquot wurde markiert, auf Eis gelegt und unmittelbar nach

der Isolierung zur Quantifizierung verwendet.

3.2.2 GrolRenausschlusschromatographie

Das Prinzip der SEC ist das Trennen geldster Moleklle nach ihrer Gréf3e. Bei
einer SEC flieRen die Molekuile in Losung der Schwerkraft folgend durch eine
stationédre Phase mit porésen Polymeren. Je kleiner die Molekile sind, desto
besser kbnnen sie in die Poren eindringen, und werden so langer zurtickgehalten.
GrolRere Molekile eluieren daher schneller als kleinere. Bei einer SEC kann man
durch das Auffangen des Eluats in verschiedenen Fraktionen so eine Aufteilung
der Probe nach Grol3e erreichen, bei der in frihen Fraktionen die grof3eren und

in spaten Fraktionen die kleineren Molekiile sind.!t®

Zur Vorbereitung der SEC wurde eine Chromatographie-Saule mit 10 ml
Sepharose CL-2B geflllt und mit 20 ml PBS gewaschen. Kurz vor dem
vollstandigen Einziehen des PBS wurde die Saule bis zum Auftragen der Probe
verschlossen, um ein Austrocknen der Sepharose zu verhindern. Zur Isolierung
von RMPs aus EKs wurden zunachst die ersten zwei Zentrifugationsschritte
analog der UZ vorgenommen (500 x g fur 15 Minuten bei 4° C, um die
Erythrozyten zu entfernen, und 4.600 x g fir 20 Minuten bei 4° C, um den
verbliebenen Zellschrott zu entfernen, siehe 3.2.1 Ultrazentrifugation).
AnschlieBend wurde der Uberstand weiter auf ein Zielvolumen von 0,5 — 2 ml
konzentriert, indem er in Zentrifugenréhrchen mit einer 3 kDa Membran bei 4.000
x g fur 40 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde. Das Konzentrat

wurde erhalten, das Filtrat wurde verworfen. Das Konzentrat wurde nun auf die
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Chromatographie-Saule aufgetragen und mit PBS eluiert. Das Isolat wurde in 13
Fraktionen aufgefangen, wobei die erste Fraktion 1,5 ml, alle folgenden
Fraktionen 1 ml umfassten. Die SEC wurde bei Raumtemperatur unter der
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die Fraktionen wurden direkt auf Eis gelegt

und vor Quantifizierung und Lagerung aliquotiert.

3.3 Quantifizierung erythrozytarer Mikropartikel

3.3.1 Durchflusszytometrie

Bei der Analyse von RMPs wurde die Durchflusszytometrie als primare
Quantifizierungsmethode verwendet. Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren
zur Charakterisierung und Quantifizierung von Zellen anhand von Eigenschaften
wie Grol3e, Granularitat oder Oberflachenmarkern. Bei der Durchflusszytometrie
werden Zellen in Suspension mittels eines Hullstroms einzeln in rechtem Winkel
an einem Laser vorbeigebracht und abgetastet. Die entstehende Lichtstreuung
wird dabei in engem Winkel zum Laser als Vorwartsstreulicht bzw.
Vorwartsstreuung (forward scatter, FSC) und senkrecht zum Laser als
Seitwartsstreulicht bzw. Seitwartsstreuung (side scatter, SSC) erfasst. Das
Vorwartsstreulicht ist vor allem abhangig von der ZellgroRe, aber auch von der
Form. Das Seitwartsstreulicht ist abhangig von der Lichtstreuung im Zellinneren,
also grob gesagt von der Granularitdt der Zelle. Zudem kénnen, ebenfalls
senkrecht zum Laser, Fluoreszenzsignale erfasst werden, die es beispielsweise
durch den Gebrauch von fluoreszenzgekoppelten Antikérpern erlauben, Zellen
genauer zu Klassifizieren. Der Einsatz von mehreren Fluoreszenzsignalen
verschiedener Spektren ist moglich, die Uberlappung der Spektren muss dabei
jedoch bedacht und gegebenenfalls kompensiert werden.'’ In der Analyse wird
je nach Fragestellung mit verschiedenen Charakteristika der Lichtstreuungs-
oder Fluoreszenzsignale gearbeitet. So steht ein ,-A“ nach SSC oder FSC fur
,area“, das Areal unter der Kurve des Zytometriesignals, das durch die Zellen
entsteht. Im Gegensatz dazu ist auch die Verwendung der Breite (width, -W) oder

des Maximums (height, -H) der Signale méglich.
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Alle Arbeitsschritte wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 4° C oder auf Eis
durchgefuhrt. Es wurde mit einem BD FACSCanto™ II-Durchflusszytometer
gearbeitet. Vor der eigentlichen Messung wurden immer Megamix-Plus SSC-
Kalibrierungsbeads eingesetzt (siehe Abbildung 1). Dies sind fluoreszente
Kigelchen, welche bei auf Seitwartsstreulicht optimierten Durchflusszytometern
wie dem BD FACSCanto™ II den theoretischen GrolRenbereich von MPs
abdecken sollen (0,1 — 1 pm). Dabei wird das Seitwartsstreulicht als
groBenabhangiger Parameter verwendet.'’® Nach Akklimatisierung der
Kalibrierungsbeads auf Raumtemperatur wurden sie zehn Sekunden auf einem
Reagenzglasschuttler durchmischt. Unmittelbar vor der Analyse wurden 250 ul
der Beads in einem Durchflusszytometrie-R6hrchen erneut kurz durchmischt.

Zur Markierung der RMPs wurde eine doppelte Fluoreszenzfarbung
vorgenommen  (siehe  Abbildung 1). Ein Antikérper gegen das
Oberflachenantigen CD235a (Glykophorin A) wurde als Marker fur die
erythrozytare Herkunft verwendet. Annexin V wurde als Marker fur EVs benutzt
(Bindung von PS). Die RMP-Proben wurden im Verhaltnis 1:30 mit PBS verdunnt.
Fur jede zu quantifizierende Probe wurden 2 pl Anti-CD235a, 10 pl Annexin V
und 8 ul Annexin V-Bindungspuffer gemischt und in Reaktionsgefalien mit 0,22
pum-Filter zentrifugiert (12.000 x g fur 4 Minuten). Es wurden 20 pl Filtrat zur
Farbung mit 30 pl 1:30-verdiinnter Probe und 50 pl Annexin V-Bindungspuffer
gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur und bei Dunkelheit inkubiert.
Anschlieend wurden 400 pl Annexin V-Bindungspuffer und 30 pl MP-
Quantifizierungsbeads hinzugefugt und die Probe zytometrisch analysiert. Die
Messungszeit war dabei auf 2 Minuten eingestellt. Nur RMPs mit beiden Markern
wurden gezahlt. Mithilfe der Quantifizierungsbeads definierter Konzentration und
folgender Formel konnte die Konzentration der RMPs berechnet werden.

Anschlie3end wurde mit dem Verdlinnungsfaktor multipliziert.

RMPs c[Quantifizierungsbeads
" = gezahlte RMPs x € ! g ]

gezahlte Quantifizierungsbeads
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Dabei wurde zur Reduktion des Pipettierfehlers die gleiche Pipette fur die
Quantifizierungsbeads wie fur die RMP-Probe verwendet. Die
Quantifizierungsbeads wurden vor der Verwendung 30 Minuten auf
Raumtemperatur  akklimatisiert ~und zehn  Sekunden auf dem

Reagenzglasschuttler durchmischt.
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Abbildung 1: Durchflusszytometrie erythrozytarer Mikropartikel
Zur Kalibrierung des BD FACSCanto™ |l zur Messung von RMPs wurden

Megamix SSC-Kalibrierungsbeads eingesetzt (A). Die RMPs wurden mit Anti-
CD235a als erythrozytarer Marker und Annexin V als MP-Marker gefarbt (B). Nur
doppelt positive MPs wurde gezahlt. Es wurden MP-Quantifizierungsbeads
benutzt, um die RMP-Konzentration zu errechnen (C). Abk.. APC =
Allophycocyanin, CD = Cluster  of  Differentiation, FITC =

Fluoresceinisothiocyanat, FSC = Vorwartsstreuung, MP = Mikropartikel, PE

Phycoerythrin, RMPs = erythrozytéare Mikropartikel, SSC = Seitwartsstreuung.
53



Fur jede Probe wurden Triplikate benutzt und die RMP-Konzentration gemittelt.
Zudem wurden mehrere Kontrollen analysiert, um das Hintergrundrauschen als
solches zu erkennen und als mdgliches falsch-positives Ereignis bei der RMP-
Quantifizierung auszuschlielen (30 pl Quantifizierungsbeads + 500 pl Annexin
V-Bindungspuffer; 500 ul Annexin V-Bindungspuffer; 30 ul ungefarbte RMP-
Probe + 500 pl Annexin V-Bindungspuffer). Die RMPs wurden als
Negativkontrolle nach der Messung zudem lysiert. Daflr wurden der Probe 20 pl
20 % Nonident P40 (NP40) hinzugegeben, kurz auf dem Reagenzglasschiittler
durchmischt und erneut gemessen. Dies sorgte daflr, dass alle positiven

Ereignisse verschwanden.

3.3.2 Nanopartikel-Tracking-Analyse

NTA ist eine Technik, die auf Basis von Lichtstreuung und der brownschen
Molekularbewegung die Konzentration und Grof3e von kleinen Partikeln (~ 10 —
1.000 nm) wie EVs in Suspension ermittelt.!'® Die Partikel werden durch einen
Laser beleuchtet und die Lichtstreuung wird durch ein Mikroskop aufgenommen.
Die NTA-Software verfolgt die brownsche Molekularbewegung der einzelnen
Partikel und errechnet mithilfe der Stokes-Einstein-Gleichung deren

Durchmesser.120.121

Zur Quantifizierung von RMPs mittels NTA wurden diese 1:500 in PBS verdinnt
und nach Herstellerangaben an einem NanoSight NS500 analysiert. Dabei
wurden fur alle Messungen die gleichen Kameraeinstellungen vorgenommen
(camera level 12, camera gain 1,5). Die Temperatur wurde auf 28° C eingestellt.
Es wurden bei jeder RMP-Probe sechs Videos a 30 Sekunden aufgenommen.
Mit den NanoSight NTA 3.2 Software-Einstellungen threshold 28 und gain 1,5
wurden Konzentration und Grol3enverteilung der Partikel bestimmt. Die

Konzentrationen aus den sechs Aufnahmen wurden jeweils gemittelt.

3.4 Eisenkonzentrationsbestimmung

Um die Eisenkonzentration von RMP-Isolaten zu bestimmen, wurde ein
kommerzielles Kit (siehe Tabelle 7) verwendet. Dieses basiert auf einem
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Chromogen im Arbeitsreagens, welches mit Fe?* einen blauen Komplex bildet.
Fe3* wird zur Bestimmung des Gesamteisens zu Fe?* reduziert. Die
Eisenkonzentration ist im Bereich von 27 — 1.000 ug / dl linear proportional zur
Absorption bei 590 nm.1??

Die Eisenkonzentrationsbestimmung fand bei Raumtemperatur statt. Bei jeder
Messung wurde eine Standardreihe mitgemessen, um eine Standardkurve
erstellen und die Konzentration der Proben errechnen zu kdnnen. Hierfir wurde
der Eisenstandard aus dem Kit mit einer Konzentration von 10 mg / dl zunachst
1:10 mit deionisiertem Wasser (dH20) vorverdiinnt, so dass die Konzentration
des vorverdinnten Eisenstandards bei 1.000 ug / dl lag. Die Standardreihe wurde
fur jeden Versuch frisch angesetzt (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Standardreihe zur Eisenkonzentrationsbestimmung

dH20 [ul] Vorverdinnter Eisenstandard Eisenkonzentration [pg /

[l di]
A0 50 1.000
B 10 40 800
C 20 30 600
D 30 20 400
E 35 15 300
F 40 10 200
G 45 5 100
H 50 0 0

Die Zusammensetzung der Standardreihe erfolgte nach Herstellerangaben.122
Abk.: dH20 = deionisiertes Wasser. *Der vorverdiinnte Eisenstandard hatte eine

Konzentration von 1.000 ug / dl.

Das Arbeitsreagens wurde fur jede Messung frisch aus 20 Teilen Reagens A, 1

Teil Reagens B und 1 Teil Reagens C angesetzt. Es wurden Duplikate a 25 pl

der Proben und Standards auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit 100 pl

Arbeitsreagens fur 40 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. FUr jede Probe

wurde eine entsprechende Blankprobe verwendet, bei der statt 100 pl
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Arbeitsreagens 100 pl Reagens A inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurde
am Mikroplattenlesegerat die Absorption bei 590 nm gemessen. Die Mittelwerte
der Duplikate wurden gebildet, die Blankproben wurden von den entsprechenden
Proben abgezogen und anschlieBend wurde mithilfe der Standardkurve die
Konzentration der Proben errechnet. Es wurde die Eisenkonzentration von acht
RMP-Isolaten bestimmt, die via UZ gewonnen wurden (n=8), und von drei RMP-

Isolaten, die via SEC gewonnen wurden (n=3).

3.4 Zellkulturassays

Zur Untersuchung der Effekte von RMPs auf verschiedene biologische
Eigenschaften der Kolonkarzinomzelllinie HCT-116 wurden Zellkulturassays
durchgefihrt. Die in PBS suspendierten und bei -80° C gelagerten RMPs wurden
vor der Behandlung immer langsam auf Eis aufgetaut. Die Zellen wurden dann je
nach Versuchsaufbau in verschiedenen Konzentrationen unterschiedlich lange
mit den RMPs inkubiert. Die Versuche fanden alle auf Mikrotiterplatten
verschiedener GroR3e statt, und es gab immer eine Ldosemittelkontrolle, bei der
die Zellen der Kontrollgruppe unter den gleichen Bedingungen (gleiche Zellzahl,
gleiches Medium, gleiche Mikrotiterplatte und Behandlungszeit) mit dem gleichen
Volumen PBS wie die Behandlungsgruppe mit RMPs inkubiert wurden. Das
verwendete DMEM-Assaymedium war in allen Assays ab dem Zeitpunkt des
Ausplattierens frei von Phenolrot, um eine Interaktion mit nachfolgenden
photometrischen bzw. durchflusszytometrischen Messungen zu vermeiden.
Zudem enthielt das DMEM-Assaymedium Exosomen-depletiertes FCS (siehe
Tabelle 4).

In allen Zellkulturassays wurden RMPs verwendet, die mit der Standardmethode
(UZ) isoliert wurden. Beim Viabilitatsassay wurden vergleichend sowohl RMPs

aus UZ und SEC verwendet.

3.4.1 Zellviabilitat

Zur Untersuchung des Einflusses der RMPs auf die Zellviabilitdt der HCT-116-
Zellen wurde ein Zellkulturassay mit wasserloslichem Tetrazolium-1 (water-
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soluble tetrazolium-1, WST-1) durchgefiihrt. Dies ist ein leicht rétlicher Farbstoff,
der durch ein intaktes mitochondriales Succinat-Tetrazolium Dehydrogenase
System in das dunkelrote Formazan umgewandelt wird. Dieses wiederum kann
durch die Messung der Absorption bei 420 — 480 nm quantifiziert werden. Die
Absorption korreliert mit der Menge vitaler Zellen in der Probe. Das WST-1-Assay
bietet somit eine Mdglichkeit, die Zellproliferation durch die Messung der

Zellviabilitat zu untersuchen.123

Die HCT-116-Zellen wurden fir diesen Versuch fur jede Behandlungs- und die
Kontrollgruppe in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen / ml in Triplikaten in 100
pl Assaymedium auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausplattiert. Nach 24 Stunden
wurde das Medium erneuert und die Zellen wurden dabei zusatzlich mit ihren
RMP-Behandlungen oder PBS beimpft. Es wurden fiunf RMP-Konzentrationen
verwendet (0,5 x 108 RMPs / ml, 1 x 108 RMPs / ml, 5 x 106 RMPs / ml, 10 x 108
RMPs / ml, 50 x 106 RMPs / ml). Zudem wurde bei jedem Versuch eine Blank-
Probe ohne Zellen mit 100 pl Assaymedium beimpft. Nach 48 Stunden Inkubation
bei 37° C im Brutschrank wurde die Viabilitdt bestimmt. Daftir wurden 10 pl WST-
1 Reagens pro Well hinzugefiigt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37° C wurde
am Mikroplattenlesegerat die Absorption bei 450 nm und bei der
Referenzwellenlange 620 nm  gemessen. Die  Absorption  der
Referenzwellenlange wurde subtrahiert und die Mittelwerte der Triplikate wurden
bestimmt. AnschlieRend wurde bei allen Mittelwerten der Mittelwert der Blank-
Probe subtrahiert. Es wurde anschliel3end auf die Ldsemittelkontrolle PBS
normiert, so dass diese als 100 % definiert und die Behandlungsgruppen in

Relation dazu angegeben wurden.

Es wurden finf voneinander unabhangige Experimente mit RMPs durchgefiihrt,
die per UZ isoliert wurden (n=5). Zudem wurden drei unabhangige Experimente
mit RMPs durchgeflhrt, die per SEC isoliert wurden (n=3). Fur die Experimente

mit RMPs, die via SEC isoliert wurden, wurden die Fraktionen 2 und 3 1:1 gepoolt.

57



Zur statistischen Analyse wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit Dunn’s Multiple
Comparisons-Test durchgefihrt. Dabei wurde jede RMP-Behandlungsgruppe mit

der Losemittelkontrolle verglichen.

3.4.2 Migration und Invasion

Zur Untersuchung der Effekte von RMPs auf Migration und Invasion der HCT-
116-Zellen wurde ein Zellkulturassay mit speziellen Einsatze fir Mikrotiterplatten
verwendet, die am Boden aus einer 10 um dicken Membran mit 8 um grofRen
Poren bestehen. Zellen konnen diese Membran bei Vorliegen eines
chemotaktischen Lockstoffs, fur den ein Gradient von dem Einsatz in das
darunter liegende Well vorliegen muss, durchwandern. Als Migrationsreiz wird
haufig Serum wie FCS genutzt. Solche Systeme bezeichnet man nach ihrem

Erstbeschreiber als Boyden-Kammern.124

Fur das Invasionsassay wurden vor der Ausplattierung der Zellen die Einsatze
mit extrazellularer Matrix beschichtet, welche ein Migrationshindernis im Sinne
einer Basalmembran darstellte, das nur von invasiv wachsenden Zellen
uberschritten werden konnte. Dafur wurde Matrigel® Basalmembran-Matrix mit
einem Beschichtungspuffer auf eine Konzentration von 300 pg / ml verdiinnt. 100
ul der verdinnten Matrix wurden auf die Einsatze aufgetragen und 2 Stunden bei
37° C im Brutschrank inkubiert, wodurch sich eine dinne Schicht der Matrix

oberhalb der Membran absetzte. Die Giberstehende Flussigkeit wurde entfernt.

Die HCT-116-Zellen wurden vor dem Ausplattieren zunéachst fur 24 Stunden in
Zellkulturflaschen ,gehungert’, also in DMEM ohne Serum Kkultiviert.
AnschlieBend wurden 1 x 10° Zellen / Einsatz in 100 pl serumfreiem
Assaymedium ausplattiert. In den Wells unterhalb der Membran waren 600 pl
Assaymedium mit 0 % (kein Serumgradient), 10 % oder 20 % Exosomen-
depletiertem FCS. Die Zellen wurden bei jeder Serumbedingung mit 5 x 106
RMPs / ml oder PBS des gleichen Volumens behandelt. Zudem wurde eine
weitere Bedingung getestet, bei der 10 % FCS im Well noch 5 x 108 RMPs / ml
hinzugefigt wurden, wahrend im Einsatz eine PBS-Behandlung eingesetzt

wurde. Nur beim Invasionsassay wurde auf3erdem noch eine Bedingung mit 20
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% FCS im Well plus 5 x 10° RMPs / ml getestet. Der schematische

Versuchsaufbau des Migrations- und Invasionsassays ist in Abbildung 2

dargestellt.
0% FCS + Einsatz mit
RMPs/PBS 4| vembran
0 — 20 % FCS + RMPs < \ell

Abbildung 2: Aufbau des Migrations- und Invasionsassays

Dargestellt ist der schematische Aufbau des Migrations- und Invasionsassays.
Die HCT-116-Zellen wurden in einem Einsatz fur Mikrotiterplatten ausplattiert,
der am Boden aus einer Membran bestand. Uber diese konnten die Zellen einem
FCS-Gradienten folgend in das darunter liegende Well migrieren. Die Zellen
wurden bei verschiedenen FCS-Gradienten mit 5 x 106 RMPs / ml oder der
Lésemittelkontrolle (PBS) behandelt. Zudem wurden Bedingungen getestet, bei
denen dem FCS im Well 5 x 106 RMPs / ml hinzugefiigt wurden. Abk.: FCS =
fetales Kalberserum, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, RMPs =
erythrozytare Mikropartikel.

Nach 24-stindiger Inkubation bei 37° C wurden die Zellen, die zur Unterseite der
Membran gewandert waren, gleichzeitig davon abgel6st und zur Quantifizierung

mit Calcein-Acetoxymethylester (Calcein-AM) gefarbt.

Calcein-AM ist ein Acetoxymethylester des grunlichen Fluoreszenzfarbstoff
Calcein. Calcein-AM kann die Zellmembran lebender Zellen passieren und wird
in deren Innerem durch Esterasen in Calcein umgewandelt. Ohne die
Acetoxymethyl-Gruppe kann es Calciumionen komplexieren, was zur grinen
Fluoreszenz fuhrt, weshalb Calcein-AM als Marker fir viable Zellen eingesetzt

wird.125
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Zunachst wurde das Medium aus den Einsatzen und Wells abgesaugt und diese
jeweils zwei Mal mit PBS gewaschen. Calcein-AM wurde in einer Konzentration
von 5 mg / ml in Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgeldst. Von dieser Calcein-AM-
Losung wurden dann 1,2 yl mit 1 ml Zelldissoziationsldsung vermischt. Von der
entstehenden Farbe- und Dissoziationsldsung wurden nun 350 pl in die Wells
gegeben, so dass die Unterseite der Membran der Einsatze hierzu Kontakt hatte.
Luftblasen zwischen Membran und L6sung wurden durch vorsichtiges Klopfen
entfernt. Die Mikrotiterplatten wurden fiur 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Dann
wurde leicht auf die Seiten der Platten geklopft und fir weitere 30 Minuten
inkubiert. Nach Entfernen der Einsétze wurden dann von der Suspension in den
Wells je Duplikate a 100 pul in eine schwarze 96-Well-Mikrotiterplatte tberfuhrt.
Zudem wurde eine Blankprobe aus 100 pl zellfreier Farbe- und
Dissoziationslésung eingefugt. Die Intensitat der Fluoreszenzsignale wurde im
Mikroplattenlesegerat bei 485 nm Exzitation und 520 nm Emission gemessen.
Nach Bildung der Mittelwerte der Intensitéaten wurde die Intensitat der Blankprobe
abgezogen.

Es wurden je funf unabhéngige Experimente fir Migration und Invasion
durchgefuhrt (n=5). Zur statistischen Analyse wurde zuné&chst ein Kolmogorov-
Smirnov-Test durchgefiuhrt, um auf Normalverteilung zu prifen. Im Folgenden
wurde fir jede getestete Bedingung entweder ein ungepaarter T-Test gemacht,
wenn eine Normalverteilung vorlag, oder ein Mann-Whitney-Test, wenn keine
Normalverteilung vorlag. Es wurde jede RMP-Behandlungsgruppe mit der
korrespondierenden Losemittelkontrolle verglichen.

3.4.3 Langzeitproliferation

Um Effekte der RMPs auf die Proliferation der HCT-116-Zellen Gber langere Zeit
zu untersuchen, wurde ein  Zellkulturassay auf Basis einer
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE)-Farbung und Durchflusszytometrie
verwendet. CFSE bindet im Zellinneren kovalent an Aminogruppen von Proteinen
und fluoresziert nach Einwirkung zellulérer Esterasen. Bei jeder Zellteilung
entstehen zwei beinahe identische Tochterzellen, und so wird auch CFSE in etwa

gleich auf die entstehenden Tochterzellen verteilt. Untersucht man die Zellen per
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Durchflusszytometrie, sinkt also die Intensitat des Fluoreszenzsignals ebenso,
wie sich die CFSE-Konzentration mit jeder Zellteilung halbiert. Bei einer
erfolgreichen Farbung entsteht ein starkes Fluoreszenzsignal mit einzelnem
Peak der Intensitat, das sich nach bis zu zehn Generationen noch von der
intrinsischen Zellfluoreszenz abhebt, weshalb die CFSE-Farbung fur die
Untersuchung der Langzeitproliferation von Zellen in vitro und in vivo geeignet

ist.126

Alle Arbeitsschritte mit CFSE oder CFSE-gefarbten Zellen wurden unter
Lichtschutz durchgefuihrt. An Tag null wurde ein Vorrat von 2 x 106 HCT-116-
Zellen mit 5 uM CFSE in 2 ml PBS gefarbt (20 Minuten bei Raumtemperatur). Die
gefarbten Zellen wurden dann per Zentrifugation sedimentiert (500 x g fur 5
Minuten bei Raumtemperatur), der Uberstand verworfen und die Zellen
gewaschen (Resuspension in 2 ml PBS, 500 x g fur 5 Minuten bei
Raumtemperatur). Die gefarbten und gewaschenen Zellen wurden dann auf einer
24-Well-Mikrotiterplatte in einer Konzentration von 5 x 104 Zellen / ml in 1 ml
Assaymedium ausplattiert. Es wurden vier Wells benutzt, je zwei fur Tag zwei
und Tag vier. Je eines der Wells von Tag zwei und vier wurde mit 5 x 106 RMPs
/ ml oder mit PBS behandelt.

Es wurden 5 x 10° von den gefarbten Zellen und 5 x 10° ungefarbte Zellen zur
spateren Analyse separat fixiert. Hierfir wurden gewaschene, sedimentierte
Zellen in 300 pl 2 % Formaldehyd in PBS (v/v) resuspendiert, in
Durchflusszytometrie-R6hrchen  dberfuhrt  und fur 20 Minuten Dbei
Raumtemperatur fixiert. Die fixierten Zellen wurden mit PBS gewaschen, in PBS
resuspendiert und bis zur durchflusszytometrischen Messung bei 4° C gelagert.
Die Roéhrchen wurden mit Parafilm abgedichtet.

Die ausplattierten und behandelten Zellen wurden bei 37° C unter Lichtschutz im
Brutschrank inkubiert. An Tag zwei und Tag vier wurden die Zellen aus den
entsprechenden Wells abgel6st. Zur Ablésung wurden das Medium aspiriert und
0,5 ml Accutase pro Well auf die Zellen gegeben. Nach etwa 5-minutiger
Inkubation bei 37° C wurden die Zellen durch Klopfen auf die Seite der
Mikrotiterplatte unter mikroskopischer Kontrolle abgel6st. AnschlieBend wurden

sie in Durchflusszytometrie-R6hrchen tberfihrt, mit 2 ml PBS gewaschen und
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fixiert. An Tag vier erfolgte nach Fixierung der letzten Zellen die
durchflusszytometrische Analyse aller fixierten Proben. Das Gating wurde
basierend auf SSC-A und FSC-A durchgefihrt (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Gating von HCT-116-Zellen im Langzeitproliferationsassay

Dargestellt ist der Dot-Blot einer reprasentativen durchflusszytometrischen
Messung von HCT-116-Zellen und deren Gating im Langzeitproliferationsassay
basierend auf SSC-A- und FSC-A-Signalen. Abk.: FSC = Vorwartsstreuung, SSC

= Seitwartsstreuung.

Die Intensitat der CFSE-Farbung wurde im Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC)-
Kanal gemessen. Die an Tag null fixierten ungefarbten Zellen wurden als
Negativkontrolle analysiert. Eine Herausforderung bei Zellfarbungen mit Mitteln
wie CFSE ist, eine mdglichst homogene Farbung aller Zellen zu erreichen. Dies
wird manchmal erschwert, wenn Zellen beim Farbeprozess an der Wand des
Roéhrchens oberhalb des Flissigkeitsspiegels der Farbelésung hangen, und
damit zwar keinen Kontakt zum Farbstoff haben, aber spater wieder in den Vorrat
fur gefarbte Zellen gelangen.'?’ Diese Zellen konnen dann als nicht oder schwach
gefarbte Ereignisse in der Durchflusszytometrie-Messung auftauchen.

In der durchflusszytometrischen Analyse wurde ein Marker auf der Skala der
CFSE-Intensitat benutzt, der nur die gefarbten Zellen erfasste. Daflr wurde die
Negativkontrolle als Referenz benutzt, da bei dieser das Signal im CFSE-Kanal
der basalen, intrinsischen Fluoreszenz der Zellen entspricht. So wurden Zellen,
bei denen die Farbung nicht erfolgreich war, aus der Analyse ausgeschlossen
(siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Fluoreszenzintensitaten im Langzeitproliferationsassay

Dargestellt ist der Verlauf der CFSE-Fluoreszenzintensitat von HCT-116-Zellen
im Langzeitproliferationsassay als Uberlagerung von vier Einzelmessungen (Tag
null bis vier in Rotténen von rechts nach links sowie in grau ungefarbte Zellen als
Negativkontrolle) eines reprasentativen Versuchs. Mit jeder Zellteilung sinkt die
Intensitat der Farbung, da die CFSE-Konzentration in der individuellen Zelle
halbiert wird. Der Marker (griin) zur Auswertung der medianen Intensitaten wurde
so platziert, dass ungefarbte Zellen ausgeschlossen werden. Die Zellzahlen sind
hier der Ubersicht halber jeweils auf inr eigenes Maximum normiert. Abk.: CFSE

= Carboxyfluoresceinsuccinimidylester.

Die mediane Fluoreszenzintensitat der markierten (gefarbten) HCT-116-Zellen
wurde ermittelt. Zur statistischen Analyse wurde zunachst ein Kolmogorov-
Smirnov-Test durchgefihrt, um auf Normalverteilung zu prifen. Fur Tag zwei lag
keine Normalverteilung vor, und es folgte daher ein Mann-Whitney-Test. Fur Tag
vier lag eine Normalverteilung vor, weshalb ein ungepaarter T-Test folgte. Die
RMP-Behandlung an Tag zwei und Tag vier wurde mit der korrespondierenden
Lésemittelkontrolle verglichen. Es wurden funf unabhéngige Experimente
durchgefuhrt (n=5).

3.4.4 Proteinbiochemische Methoden

Um die Effekte von RMPs auf die Proteinsynthese von HCT-116-Zellen zu
untersuchen, wurde der Proteingehalt von mit RMPs behandelten Zellen mit dem
der Losemittelkontrolle verglichen.
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Um entsprechende Vergleichsgruppen zu generieren wurden 7,5 x 10° Zellen /
Well in 2 ml Assaymedium auf einer 6-Well-Mikrotiterplatte ausplattiert. Nach 24
Stunden Inkubation bei 37° C wurde das Medium erneuert und eine Behandlung
mit zwei RMP-Konzentrationen (5 x 108 RMPs / ml oder 10 x 108 RMPs / ml) oder
mit PBS des gleichen Volumens durchgefuhrt. Nach weiteren 24 Stunden
Inkubation bei 37° C wurden die Zellen mit Zellschabern von dem Boden der
Wells abgeldst. Anschlieend wurden die Zellen in 1,5 ml fassende
ReaktionsgefaRe Uberfihrt und mit 500 x g fur 5 Minuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen wurden in 1 ml PBS
resuspendiert und gewaschen (Zentrifugation mit 500 x g fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur). Die Zellpellets wurden anschlieRend lysiert.

3.4.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Lyse der Zellen wurde Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)-
Lysepuffer (siehe Tabelle 8) eingesetzt. Zu jedem Zellpellet wurden 50 pl des
Lysepuffers gegeben und das Zelllysat dann mittels Ultraschall homogenisiert.

Die Lyse fand auf Eis statt.

3.4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Bevor weitere Proteinanalytik erfolgen konnte, musste die Proteinkonzentration
der Zelllysate bestimmt werden. Dies erfolgte durch ein Bicinchoninsaure
(bicinchoninic acid, BCA)-basiertes Assay mit einem kommerziellen Kit (siehe
Tabelle 7). Die Methode basiert auf einer Kombination aus der Biuret-Reaktion
(Reduktion von Cu?* zu Cu!* durch Proteine im alkalischen Milieu) und der
photometrischen Messung von Cu'* durch BCA. Zwei Molekiile BCA chelatieren
ein Kupferion, was zu einem Komplex mit violetter Farbe fiihrt, dessen Absorption
bei 562 nm bei steigenden Proteinkonzentrationen zwischen 20 — 2.000 ug / mi

nahezu linear ist.128

Es wurde bei jeder Konzentrationsbestimmung eine Standardreihe mit bovinem
Serumalbumin (BSA)-Standard bekannter Konzentration mitgemessen, um eine
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Eichkurve zu erstellen, anhand derer die Proteinkonzentration der Proben
errechnet werden konnte. Dafiir wurde eine Verdinnungsreihe mit BSA
angesetzt (siehe Tabelle 13). Das verwendete Standard-BSA hatte eine
Konzentration von 2 pg / pl. Da im Folgenden die Zelllysate mit SDS-Lysepuffer
verdinnt wurden, wurde auch das BSA fiur die Standardkurve hiermit verdinnt.
Die Standardreihe wurde nach Herstellerangaben bei Raumtemperatur gelagert

und mehrmals verwendet.

Tabelle 13: Standardreihe zur Proteinkonzentrationsbestimmung

SDS-Lysepuffer [ul]] | BSA [ul] BSA-Konzentration [ug / ul]
A O 300* 2
B 125 375* 15
C 325 325* 1
D 175 175aus B 0,75
E 325 325aus C 0,5
F 325 325 aus E 0,25
G 325 325aus F 0,125
H 400 100 aus G 0,025
| 400 0 0

Die Zusammensetzung der Standardreihe erfolgte nach Herstellerangaben.128
Abk.: BSA = bovines Serumalbumin, SDS = Natriumdodecylsulfat. *Vom

Standard-BSA mit einer Konzentration von 2 ug / pl.

Auf Basis von Erfahrungswerten und Vorversuchen wurden die Zelllysate mit
SDS-Lysepuffer verdinnt, bevor ihre Konzentration bestimmt wurde. Fur das
BCA-Assay der HCT-116-Zellen wurden je 10 pl 1:20 verdinnter Zelllysate und
10 pl der neun Albuminstandards in Duplikaten auf eine 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert. Es wurden pro Well 200 ul des Arbeitsreagens des Kits hinzugeflgt,
welches aus 50 Teilen Reagens A und 1 Teil Reagens B bestand und fur jedes
Experiment frisch angesetzt wurde. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37° C wurde
die Absorption bei 562 nm im Mikroplattenlesegerat gemessen. Mithilfe der
Eichkurve wurde aus den Mittelwerten der Duplikate die Proteinkonzentration
errechnet.
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Nach derselben Methode wurde auch die Proteinkonzentration von drei RMP-
Isolaten bestimmt, die via SEC gewonnen wurden (n=3). Die RMPs wurden im
Unterschied zu den HCT-116-Zellen jedoch nicht pelletiert, mit SDS-Lysepuffer
versetzt und mittels Ultraschall-Homogenisator lysiert, sondern lediglich mit SDS-
Lysepuffer verdinnt. Basierend auf vorherigen Experimenten und
Erfahrungswerten wurde eine 1:20-Verdunnung aller Fraktionen mit SDS-

Lysepuffer vorgenommen.

3.4.4.3 SDS-PAGE

Bei der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
werden Proteine aus einem Proteingemisch in einem Gel nach ihrer
Molekilmasse aufgetrennt, um anschlieBend zum Beispiel per Western Blotting
genauer charakterisiert werden zu koénnen. Erstmals beschrieben wurde die
Methode von Lammli 1970.12° Durch den Einsatz von SDS und eines
Reduktionsmittels wie B-Mercaptoethanol kdnnen die Proteine vollstandig
entfaltet werden. Die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine hangt daher
praktisch nur noch von ihrer Molekilmasse ab. Kleinere Proteine laufen dabei
schneller durchs Gel. Im Gel befinden sich Poren, deren Grol3e abhéngig von der
Polyacrylamid-Konzentration ist. Je héher die Konzentration, desto kleiner sind
die Poren und desto langsamer laufen die Proteine. So kann die Konzentration
auf die Grol3e der zu untersuchenden Proteine angepasst werden. Alternativ zu
klassischen Gelen mit fester Konzentration sind Gradientengele, die zur
simultanen Untersuchung von Proteinen eines grofReren Spektrums geeignet

sind.

Fir die SDS-PAGE wurden vorgefertigte Gradientengele (4 — 20 %) mit zehn
Taschen verwendet, in die je ein Volumen von 30 ul gegeben wurde. Es wurden
50 ug Protein pro Geltasche aufgetragen. 50 pg lysierter Erythrozyten aus EKs
wurden als Negativkontrolle verwendet. Die Erythrozyten wurden ebenfalls mit
SDS-Lysepuffer nach der zuvor beschriebenen Methode lysiert (siehe 3.4.4.1

Herstellung von Zelllysaten).
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Die Verdinnung der Proben erfolgte auf Basis der ermittelten
Proteinkonzentrationen (siehe 3.4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung) mit
SDS-Lysepuffer. Vor dem Auftragen der Proben wurden vier Teile der Proben mit
einem Teil 5 x Lammli-Puffer (siehe Tabelle 8) gemischt und fir 5 Minuten bei
95° C aufgekocht. Nachdem die Gele in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt
wurden, wurde die Kammern mit Laufpuffer aufgefullt (siehe Tabelle 8), so dass
die Gele vollstandig bedeckt waren. Der Kamm, der die Geltaschen bedeckte,
wurde entfernt. Die Taschen wurden durch Pipettieren mit Laufpuffer ausgespuilt
und anschlieRend mit den Proben gefullt. In die erste und letzte Tasche wurden
je 3 ul Protein-Standard als Marker der Molekilmasse verwendet. Zunéchst
wurden die Proben bei 90 V fir 10 Minuten gesammelt und anschlie3end bei 120
V fir 90 Minuten getrennt, so dass die Lauffront gerade noch am unteren Ende
des Gels war, ohne herauszulaufen. Die Kammer wurde dabei durch ein
Kihlpack gekunhlt.

3.4.4.4 Western Blots

Durch Western Blotting kénnen durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine mithilfe
eines senkrecht zum Gel stehenden elektrischen Feldes auf eine Membran
transferiert werden. Towbin et al. beschrieben 1979 erstmals die heute
vorzugsweise verwendete Variante des Western Blottings mit Ubertragung auf
Nitrozellulosemembranen.'*® Auf der Membran sind die Proteine in ihrer
Auftrennung wie im Gel fixiert und kdnnen anschlielend mit spezifischen
Antikdrpern markiert werden. Dafiir muss die Membran zun&chst mit Proteinen,
die von den Antikdrpern nicht erkannt werden, geblockt werden. Dafur wird zum
Beispiel BSA oder Milchpulver verwendet. Nach Inkubation mit einem
sogenannten Primarantikdrper gegen das zu untersuchende Protein wird die
Membran gewaschen, um unspezifisch gebundene Primarantikdrper zu
entfernen. AnschlieRend wird die Membran mit einem Sekund&arantikdrper
inkubiert. Dieser bindet den Primé&rantikdrper und vermittelt eine Farbreaktion,
zum Beispiel durch ein gekoppeltes Enzym. Durch Messung der Membran an
einem Bildgebungssystem kann festgestellt werden, ob und wie stark die
Farbreaktion verschiedener Banden ausféllt. Somit sind qualitative und semi-

guantitative Aussagen uber die Proteinkonzentrationen méglich.
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Das per SDS-PAGE gewonnene Gel wurde aus der Apparatur ausgebaut und
die Lauffront wurde abgetrennt. Nun wurde ein ,Blotting-Sandwich® nach
Herstellerangaben zusammengesetzt.'3  Auf das Gel wurde eine
Nitrozellulosemembran gleicher Grof3e aufgelegt. Es wurden je 3 Lagen
Filterpapier unter das Gel und Uber die Membran gelegt. Je ein Schwamm
wurden unter und Uber die aul3eren Filterpapiere gelegt und das entstehende
Blotting-Sandwich in eine Kassette eingelegt, welche verschlossen in die
Blotting-Apparatur eingefiigt wurde. Da die Blotting-Apparatur Platz fir zwei
Kassetten hat, wurden immer zwei solcher Kassetten verwendet. Wenn nur ein
Blot durchgefuhrt wurde, wurde eine leere, zweite Kassette als Gegenstick
benutzt. Die Kammer wurde mit Transferpuffer (siehe Tabelle 8) aufgefillt, so
dass die Kassetten vollstandig bedeckt waren. Das Western Blotting wurde bei

90 V fur 90 Minuten durchgeftihrt. Es wurde ein Kiihlpack zur Kiihlung verwendet.

Die Apparatur wurde auseinandergebaut und die Nitrozellulosemembran wurde
in ein lichtgeschiutztes 50 ml Rohrchen Uberfihrt. AuBer zum Messen am
Bildgebungsgerat verblieben die Membranen immer in den R&hrchen und
wurden dort mit Antikdrpern und Puffern inkubiert und gewaschen. Zum Blocken
wurden 10 ml Blocking Buffer dazu gegeben und das Réhrchen eine Stunde bei
Raumtemperatur auf der Schuttelplatte durchmischt. Nach dem Blocken konnten

die Antikdrper verwendet werden.

Es wurden nacheinander drei verschiedene Primarantikorper mit jeweiligen
Sekundarantikdrpern verwendet. Zudem wurde zuletzt B-Aktin als Ladekontrolle
benutzt, um einen eventuellen systematischen Fehler bei der Auswertung zu
auszugleichen, der auf der unregelmafigen Beladung der Membran basieren
wuirde. B-Aktin ist in allen Zellen gleich ausgepragt und daher als Ladekontrolle

geeignet.

Die Primarantikorper wurden alle bei einem Volumen von 10 ml bei 4° C Uber
Nacht inkubiert. Zwischen Primar- und Sekundarantikérper wurde vier Mal mit 10
ml PBS mit 0,1 % Tween-20 (PBS-T) gewaschen. Die Sekundarantikdrper
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wurden bei einem Volumen von 10 ml bei Raumtemperatur fir eine Stunde
inkubiert. Nach Inkubation der Sekundarantikorper wurde die Membran dreimal
mit 10 ml PBS-T und einmal mit 10 ml PBS gewaschen (5 Minuten bei
Raumtemperatur auf dem Rollschiittler). Eine Ubersicht der vier verwendeten
Primarantikorper, ihren korrespondierenden Sekundarantikbrpern und den

jeweils benutzten Verdinnungen findet sich in Tabelle 9.

Nach der Messung am Bildgebungssystem und vor der Inkubation mit dem
nachsten Primarantikdper wurden die Membranen immer ,gestrippt®, also von
allen Antikdrpern befreit. Zum Strippen der Membranen wurden 10 ml Stripping
Buffer auf die Membranen gegeben und 5 Minuten bei Raumtemperatur auf den
Rollschittler gelegt. Es folgten drei Waschschritte mit 10 ml PBS-T und ein
abschlieBender Waschschritt mit 10 ml PBS auf dem Rollschiittler (je 5 Minuten

bei Raumtemperatur).

Die gemessenen Intensitdten wurden zunéchst zur Ladekontrolle normiert. Die
RMP-Behandlungsgruppen wurden dann zur korrespondierenden
Losemittelkontrolle normiert und ein Kruskal-Wallis-Test wurde durchgefuhrt. Die
RMP-Behandlung beider Konzentrationen wurde mit der Ldsemittelkontrolle
verglichen. Es wurden vier unabhangige Experimente (n=4) durchgefihrt.

Zur Lagerung bei 4° C wurden die lichtgeschitzten Réhrchen vollstandig mit PBS

aufgefullt, um ein Austrocknen der Membran zu verhindern.

4 Ergebnisse

Wenn Ergebnisse mit einem Streuungsmald angegeben werden, ist hiermit

immer die Standardabweichung gemeint.
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4.1 Isolierung und Quantifizierung erythrozytarer Mikropartikel

4.1.1 Isolierung via GroRenausschlusschromatographie

Als primére Isolierungsmethode fir RMPs wurde die UZ gewabhlt, da sie die am
haufigsten verwendete und am besten definierte Methode fir diese EVs war.4?
Es gibt aber Hinweise, dass die hohen Scherkrafte bei der UZ die Eigenschaften
der RMPs verandern.?4 Zudem wurde fir EVs anderer zellularer Herkunft bereits
gezeigt, dass mit der SEC eine effektive Isolationsmethode vorhanden ist, die
moglicherweise die biophysischen Eigenschaften und biologischen Aktivitaten
der EVs besser erhalt.8586 Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, die SEC als
Alternative zur UZ auf die RMP-Isolierung anzupassen. Nicht dargestellte
Vorversuche fihrten zu der beschriebenen Methode, bei der die RMPs in
Fraktion 2 und 3 konzentriert werden (siehe 3.2.2
GroRRenausschlusschromatographie). Es wurden bei drei SEC-Isolaten (Fraktion
1-13) jeweils der Eisen- und Proteingehalt zusatzlich zur RMP-Konzentration
(durchflusszytometrisch) bestimmt, um einerseits zu Uberprifen, wie effektiv die
Methode in der Auftrennung der RMPs von kontaminierendem Protein ist. Die
Eisenkonzentration wurde zudem bestimmt, da dieses selbst einen komplexen
Einfluss auf das Wachstum maligner Zellen haben kann.*? Eine vergleichende

Darstellung ist in Abbildung 5 zu sehen.
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Abbildung 5: Konzentration erythrozytarer Mikropartikel, Protein und Eisen in

Grolienausschlusschromatographie-lsolaten

Dargestellt ist die Konzentration von RMPs (A), Protein (B) und Eisen (C) in drei
via. SEC aufgetrennten Isolaten. Zunachst wurde durch mehrere
Zentrifugationsschritte der Uberstand aus Erythrozytenkonzentraten gewonnen
und dann auf eine Chromatographiesdule mit Sepharose tberfuhrt. Das Eluat der
SEC wurde in 13 Fraktionen aufgefangen, von denen in Fraktion 2 und 3 die
RMPs konzentriert werden sollten. Hinweis zu (C): Der Hersteller des Kits zur
Eisenbestimmung gibt einen Arbeitsbereich von 27 — 1.000 ug / dl an, weshalb
die Werte unterhalb von 27 pg / dl mit Vorsicht zu interpretieren sind (gestrichelte
Linie). Abk.: RMPs = erythrozytare Mikropartikel, SEC =

Grol3enausschlusschromatographie.

4.1.2 Vergleich der Isolierungsmethoden

Es wurden im Rahmen dieser Arbeit RMPs aus 31 EKs (n=31) via UZ isoliert,
und RMPs aus funf EKs (n=5) wurden via SEC isoliert. Die Konzentration der
RMPs zeigte eine hohe Variabilitdt zwischen den verschiedenen EKs, was mit

bisherigen Ergebnissen der Forschung Ubereinstimmt.#? Messungen mittels
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Durchflusszytometrie der via UZ gewonnen RMP-Isolate ergaben eine mittlere
Konzentration von 1,3 x 10° + 2,0 x 10° RMPs / pl. Die niedrigste Konzentration
war 5,3 x 102 RMPs / l, die héchste Konzentration war 7,8 x 10° RMPs / l.

Die mittlere Konzentration der RMP-Isolate, die via SEC gewonnen wurden, war
8,7 x 10* £ 5,2 x 10* RMPs / ul (gepoolte Konzentration aus Fraktion 2 und 3).
Die RMP-Konzentration war in via UZ gewonnen Isolaten also héher. Durch die
zwischen den Isolierungsmethoden unterschiedliche Aliquotierung war der
Verdunnungsfaktor bei der SEC jedoch auch etwas hdher. So lagen bei der UZ
1,6 ml des Isolats vor (acht Aliquots a 200 pl), bei der SEC 2 ml (Fraktion 2 und
3alml).

Die mittlere Eisenkonzentration von acht gemessenen RMP-Isolaten, die via UZ
gewonnen wurden, lag bei 185 * 13,4 pg / dl (n=8). Die mittlere
Eisenkonzentration der drei via SEC gewonnenen RMP-Isolate, die auch in
Abbildung 5 dargestellt sind, lag bei 31,3 £ 10,9 ug / dl (n=3).

4.1.3 Vergleich der Quantifizierungsmethoden

Die primare Methode zur Quantifizierung von RMPs war die Durchflusszytometrie
mit Einsatz von Fluoreszenzfarbungen, Kalibrierungs- und
Quantifizierungsbeads, da sie die am haufigsten verwendete Methode war.8” Die
Methode hat jedoch ernste Limitationen im Bereich kleiner MPs (untere
Auflosungsgrenze 200 — 300 nm),3%87 welche auch bei den RMPs zu erwarten
waren (Durchmesser 100 — 300 nm).3841 Eine alternative Methode, mit der neben
der Konzentration auch eine hochauflésende Gro3enverteilung von EVs ermittelt
werden kann, stellt die NTA dar. Um die priméare Quantifizierungsmethode zu
validieren, wurden vier Proben (n=4) daher sowohl per Durchflusszytometrie als
auch per NTA gemessen. Da bei der NTA keine spezifischen Antikdrper
verwendet wurden, kann keine Aussage dartber getroffen werden, ob die
gemessenen Partikel EVs erythrozytarer oder anderer zellularer Herkunft waren,
oder ob es andere Partikel ahnlicher Grof3e, wie zum Beispiel Lipoproteine
waren.*® Ein Uberblick uber die GroRenverteilung der Partikel der vier NTA-

Messungen ist in Abbildung 6 dargestellt.

72



= c 12
S 25 2
g - g _ 10
S E 20 c g
GE) = 3 E 8
o cC ©
) 9 15 g9 5
o X o X
% 10 == 4
= £
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Partikeldurchmesser [nm] Partikeldurchmesser [nm]
9
5§ 30 5 8
T IS 7
5 = 25 5 =
g E S E®6
N> 20 e 5
o © o O
= % 15 = % 4
o X o X
= = < = 3
S 10 £
o o 2
1
- - O T T
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
Partikeldurchmesser [nm] Partikeldurchmesser [nm]

Abbildung 6: Partikelgrof3enverteilung in Isolaten erythrozytéarer Mikropartikel in
der Nanopartikel-Tracking-Analyse

Dargestellt ist die GroRenverteilung der Partikel, die in vier NTA-Messungen aus
RMP-Isolaten bestimmt wurden. Jeder Graph reprasentiert ein RMP-Isolat, das
in sechs Videos a 30 Sekunden von der NTA-Software analysiert wurde. Da keine
spezifischen Farbungen verwendet wurden, kann nicht zwischen RMPs, anderen
EVs oder anderen Partikeln wie Lipoproteinen unterschieden werden. Zu
beachten: Die Graphen wurden von der NTA-Software automatisch generiert und
haben daher teils unterschiedlich skalierte Y-Achsen. Abk.: NTA = Nanopartikel-
Tracking-Analyse, RMPs = erythrozytéare Mikropartikel.

Die mittlere PartikelgroRe der via NTA gemessenen Proben war 201,6 nm. Die
mittlere Konzentration war in der NTA-Messung 9,8 x 108+ 6,1 x 108 Partikel / pl.
In der Durchflusszytometrie dieser vier Proben war die mittlere Konzentration 1,5
x 10% £ 1,7 x 10* RMPs / pl. Somit wurden bei der NTA-Messung erheblich mehr
Partikel detektiert als bei der Durchflusszytometrie-Messung.
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4.2 Zellkulturassays

4.2.1 Zellviabilitat

Zur Untersuchung der Effekte von RMPs auf die Viabilitat von HCT-116-Zellen
wurden diese fir 48 Stunden mit 0,5 — 50 x 10 RMPs / ml oder der
Losemittelkontrolle (PBS) inkubiert. Im Anschluss wurde mit einem WST-1-
basierten Assay die Viabilitit der Zellen bestimmt. FuUnf unabhéangige
Experimente wurden mit RMPs durchgefihrt, die via UZ isoliert wurden (n=5),
und drei unabhangige Experimente wurden mit RMPs durchgefuhrt, die via SEC

isoliert wurden (n=3).

Die Inkubation mit den beiden hochsten RMP-Konzentrationen (10 x 106 RMPs /
ml und 50 x 106 RMPs / ml) fiihrte bei via UZ isolierten RMPs zu einer signifikant
erhohten Viabilitat der HCT-116-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. So betrug die
mittlere Viabilitat normiert auf die Kontrolle bei 10 x 10 RMPs / ml 117,3 + 4,4 %,
p = 0,0139. Bei 50 x 10° RMPs / ml war die mittlere Viabilitat 143,7 + 7,3 %, p =
0,0001. Die drei niedrigeren Konzentrationen (0,5 — 5 x 108 RMPs / ml) hatten
keinen signifikanten Effekt auf die Viabilitat der HCT-116-Zellen. Keine der funf
inkubierten Konzentrationen von RMPs, die via SEC isoliert wurden, hatte einen
signifikanten Effekt auf die Viabilitat der HCT-116-Zellen. Abbildung 7 zeigt eine
Ubersicht tiber die Ergebnisse des Viabilitatsassays.
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Abbildung 7: Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die Viabilitat von HCT-116-

Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse des Zellviabilititsassays mit RMPs, die via
Ultrazentrifugation (A) oder GroRenausschlusschromatographie (B) gewonnen
wurden. Die HCT-116-Zellen wurden dber 48 Stunden mit RMPs funf
verschiedener Konzentrationen oder der Losemittelkontrolle (PBS) inkubiert.
Mittels WST-1 wurde anschliel3end ihre Zellviabilitdt gemessen. Abk.: PBS

phosphatgepufferte Salzlosung, RMPs = erythrozytare Mikropartikel, WST-1

wasserlosliches Tetrazolium-1. *p < 0,05; **p < 0,001

4.2.2 Migration und Invasion

Zur Untersuchung der Effekte von RMPs auf die Migration und Invasion von HCT-
116-Zellen wurde ein Zellkulturassay mit speziellen Einsatzen fur
Mikrotiterplatten verwendet, bei dem die Zellen durch eine Membran migrieren
konnten. Firs Invasionsassay wurde die Membran vorher mit extrazellularer
Matrix als Hindernis beschichtet. Nach einer Behandlung der Zellen mit 5 x 108
RMPs / ml unter verschiedenen Medienbedingungen (verschiedene FCS-
Konzentrationen im Well unterhalb der Membran als Migrationsreiz) tUber 24
Stunden wurde Calcein-AM-basiert gemessen, wie viele Zellen migriert waren.
Zudem wurden Assaybedingungen getestet, bei denen 5 x 106 RMPs / ml nicht
auf die Zellen inkubiert, sondern im Well unterhalb der Membran dem FCS
zugesetzt wurden. Es wurden jeweils funf unabhangige Experimente fur

Migration und Invasion durchgefuhrt (n=5).
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Die Inkubation mit RMPs fuhrte zu einer signifikant starkeren Migration von HCT-
116-Zellen im Vergleich zur Kontrolle, wenn 20 % FCS im Well waren (2,8 x 10*
+ 3,3 x 108 relative fluorescence units [RFU] gegentiber 1,8 x 10* + 5,0 x 103
RFU, p = 0,0062). Keine der anderen getesteten Assaybedingungen hatte einen
signifikanten Effekt auf die Migration der Zellen. Eine Ubersicht der Ergebnisse

des Migrationsassays findet sich in Abbildung 8.
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Abbildung 8: Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die Migration von HCT-
116-Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse des Migrationsassays. Die HCT-116-Zellen
wurden in FCS-freien Einséatzen fur Mikrotiterplatten tber 24 Stunden mit 5 x 106
RMPs / ml oder der Lo6semittelkontrolle (PBS) inkubiert und konnten
verschiedenen FCS-Gradienten (0 — 20 % FCS im Well) folgend Uber eine
Membran in das darunter liegende Well migrieren. Zudem wurde eine Bedingung
getestet, bei der 10 % FCS im Well 5 x 108 RMPs / ml zugesetzt wurden (hellrot).
Die Anzahl der migrierten Zellen wurde mittels Calcein-Acetoxymethylester
bestimmt. Abk.. FCS = fetales Kalberserum, PBS = phosphatgepufferte
Salzlésung, RFU = relative Fluoreszenzeinheiten, RMPs = erythrozytare

Mikropartikel. **p < 0,01

Die Behandlung mit 5 x 106 RMPs / ml fiihrte zu einer signifikant starkeren
Invasion der HCT-116-Zellen im Vergleich zur Kontrolle, wenn der FCS-Gehalt
im Well bei 0 % lag, und damit kein FCS-Gradient bestand (3,8 x 10 + 9,9 x 107
RFUvs. 2,4 x 10%+ 4,6 x 10?2 RFU, p = 0,02). Unter keiner der anderen getesteten
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Assaybedingungen hatten RMPs einen signifikanten Effekt auf die Invasion der
Zellen. Eine Ubersicht der Ergebnisse des Invasionsassays findet sich in
Abbildung 9.
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Abbildung 9: Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die Invasion von HCT-116-

Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse des Invasionsassays. Die HCT-116-Zellen
wurden in FCS-freien Einséatzen fur Mikrotiterplatten tiber 24 Stunden mit 5 x 106
RMPs / ml oder der Lo6semittelkontrolle (PBS) inkubiert und konnten
verschiedenen FCS-Gradienten (0 — 20 % FCS im Well) folgend Uber eine mit
extrazellularer Matrix beschichtete Membran in das darunter liegende Well
migrieren. Es wurden zudem Bedingungen getestet, bei der 10 % bzw. 20 % FCS
im Well 5 x 106 RMPs / ml zugesetzt wurden (hellrot). Die Anzahl der migrierten
Zellen wurde mittels Calcein-Acetoxymethylester bestimmt. Abk.: FCS = fetales
Kalberserum, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, RFU = relative
fluorescence units, RMPs = erythrozytédre Mikropartikel. *p < 0,05

4.2.3 Langzeitproliferation

Zur Untersuchung mdoglicher Effekte von RMPs auf die Proliferation von HCT-
116-Zellen tUber eine langere Zeitspanne wurde ein Zellkulturassay basierend auf
einer CFSE-Farbung durchgefuhrt. Die Zellen wurden zwei oder vier Tage mit 5
x 10 RMPs / ml oder der Lésemittelkontrolle inkubiert. AnschlieRend wurde die

Intensitat der CFSE-Farbung via Durchflusszytometrie gemessen. Eine
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niedrigere mediane CFSE-Intensitdt der HCT-116-Zellen entspricht einer
verstarkten Proliferation, da die CFSE-Konzentration in der Zelle mit jeder
Zellteilung halbiert wird. Es wurden funf unabhangige Experimente durchgefiihrt
(n=5). Das Ergebnis eines reprasentativen Versuchs von Tag vier ist in Fehler! V
erweisquelle konnte nicht gefunden werden. dargestellt.

Dargestellt ist eine Uberlappung der CFSE-Fluoreszenzsignale von mit 5 x 108
RMPs / ml oder Losemittelkontrolle (PBS) behandelten HCT-116-Zellen eines
reprasentativen Versuchs von Tag vier im Langzeitproliferationsassay. Da die
CFSE-Konzentration sich in der individuellen Zelle mit jeder Zellteilung halbiert,
entspricht eine niedrigere mediane Intensitat einer verstarkten Proliferation. Abk.:
CFSE = Carboxyfluoresceinsuccinimidylester, PBS = phosphatgepufferte
Salzldsung, RMPs = erythrozytare Mikropartikel.

Es gab keinen signifikanten Effekt der RMPs auf die Langzeitproliferation der
HCT-116-Zellen im Vergleich zur Losemittelkontrolle. So war an Tag zwei die
mediane Intensitdt mit RMP behandelter Zellen 4919,1 + 1435,5 und die der
Losemittelkontrolle 6038,0 £ 1818,7 (p = 0,0952). An Tag vier war die mediane
Intensitdt mit RMP behandelter Zellen 600,8 + 176,6 und die der
Losemittelkontrolle 899,3 + 279,3 (p = 0,0780). Eine Ubersicht der Ergebnisse
des Langzeitproliferationsassays findet sich in Abbildung 10.
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Abbildung 10: Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die Langzeitproliferation
von HCT-116-Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse des Langzeitproliferationsassays. Mit CFSE
gefarbte HCT-116-Zellen wurden mit 5 x 105 RMPs / ml oder der
Lésemittelkontrolle (PBS) inkubiert. An Tag zwei (A) und vier (B) wurde jeweils
durchflusszytometrisch die mediane Intensitat der Farbung bestimmt. Da die
CFSE-Konzentration mit jeder Zellteilung in der individuellen Zelle halbiert wird,
entspricht eine niedrigere mediane Intensitat einer verstarkten Proliferation.
Beachte: Die Y-Achsen sind unterschiedlich skaliert, da die Intensitat an Tag zwei
erheblich  groRer ist als an Tag vier. Abk: CFSE =
Carboxyfluoresceinsuccinimidylester, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung,

RMPs = erythrozytare Mikropartikel.

4.2.4 Proteinsynthese

Um den Einfluss von RMPs auf die Proteinsynthese von P-GSK-3[3, GSK-3[3 und
PCNA zu untersuchen, wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit 5 x 10% oder 10 x
108 RMPs / ml oder der Losemittelkontrolle (PBS) inkubiert und anschlieRend
mittels SDS-PAGE und Western Blot die Proteinkonzentration der drei Proteine
bestimmt. Anschlielend erfolgte noch die Bestimmung der 3-Aktin-Konzentration
als Ladekontrolle.

Die untersuchte Glykogensynthase-Kinase 3B (GSK-3B) ist an einer Vielzahl
zellularer Signalwege beteiligt. Die ebenfalls untersuchte phosphorylierte

Variante Phospho-GSK-3[3 (P-GSK-3p) stellt eine deaktivierte Form des Enzyms
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dar. Ein méglicher Einfluss der RMPs auf die GSK-38 wurde untersucht, da sie
neben der Beteiligung an zahlreichen Pathologien wie neurologischen,
psychiatrischen und entzindlichen Erkrankungen auch an Malignomen beteiligt
ist.132 Beim kolorektalen Karzinom vermittelt die GSK-3B eine vermehrte
Proliferation, Migration und Invasion Uber Aktivierung des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs.'33

Das untersuchte proliferating cell nuclear antigen (PCNA) hat als DNA-
umgebendes Ringprotein eine zentrale Funktion bei wichtigen zelluléaren
Vorgangen wie DNA-Reparatur- und Replikation und beim Zellzyklus. Uber
Interaktionen und Modifikationen ist es an pathologischen Prozessen wie
maligner Entartung beteiligt.** So wurde beim kolorektalen Karzinom eine
Assoziation von vermehrter Proliferation und Invasivitat zu verstarkter PCNA-
Expression hergestellt.13°

Es wurden vier unabhangige Experimente (n=4) durchgefuhrt. Reprasentative

Western Blots der vier Proteine sind in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Reprasentative Western Blots der untersuchten Proteine

Dargestellt sind reprasentative Western Blots der drei untersuchten Proteine P-
GSK-3B, GSK-38 und PCNA sowie der Ladekontrolle B-Aktin. Im zugehdrigen
Zellkulturassay wurden HCT-116-Zellen fur 24 Stunden mit 5 x 106 oder 10 x 108

RMPs / ml oder der Losemittelkontrolle (PBS) inkubiert und anschliel3end deren
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relative Proteinkonzentration mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blotting bestimmt. Ein mitgefihrter

Proteinstandard diente als Marker fir die GrofRe der Proteine. Als

Negativkontrolle der Primarantikorper dienten lysierte Erythrozyten. Abk.: neg.

Negativkontrolle, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, (P)-GSK-38
(Phospho)-Glykogensynthase-Kinase 38, PCNA = proliferating cell nuclear
antigen, RMPs = erythrozytare Mikropartikel.

Es zeigte sich kein signifikanter Effekt der RMPs auf die Proteinsynthese der

genannten Proteine im Vergleich zur Lésemittelkontrolle (siehe Abbildung 12).
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Abbildung 12: Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die Proteinsynthese von
HCT-116-Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Western Blots der Proteine P-GSK-3 (A),
GSK-38 (B) und PCNA (C). Die HCT-116-Zellen wurden fir 24 Stunden mit 5 x
10% oder 10 x 106 RMPs / ml oder der Losemittelkontrolle (PBS) inkubiert und
anschlieBend deren relative Proteinkonzentration mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blotting bestimmt. Die am
Bildgebungssystem gemessenen Intensitaten wurden auf die Ladekontrolle -
Aktin normiert. Abk.: (P)-GSK-3B8 = (Phospho)-Glykogensynthase-Kinase 3,
PBS = phosphatgepufferte Salzlosung, PCNA = proliferating cell nuclear antigen,
RMPs = erythrozytare Mikropartikel.
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5 Diskussion

5.1 Isolierung erythrozytarer Mikropartikel via

GrofRenausschlusschromatographie

Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine zur UZ alternative Methode zur Isolierung von
RMPs anzupassen. Hierfur wurde die SEC gewahlt, da sie scheinbar schonender
fur die empfindlichen EVs ist und daher ihre biophysischen und biologischen
Eigenschaften besser erhalt.858 Zudem ist sie verhaltnismaRig unkompliziert,
kostengunstig und breit verfigbar, da keine teuren Gerate wie Ultrazentrifugen
notwendig sind. Nicht dargestellte Vorversuche fihrten zu dem Ergebnis, dass
die RMPs, die per Durchflusszytometrie quantifiziert werden kénnen, schon nach
gut 1,5 ml Eluat die Chromatographie-Séule passieren. Daher wurde zur
Isolierung von RMPs die in 3.2.2 GroéfRenausschlusschromatographie
dargestellte Methode gewahlt, bei der zunachst 1,5 ml Eluat (am ehesten aus der
Chromatographie-Saule laufendes PBS vom vorherigen Waschvorgang) in
Fraktion 1 gesammelt werden, und dann 12 weitere Fraktionen a 1 ml
aufgefangen werden. Fraktion 2 und 3 wurden dann als RMP-Isolat definiert und
fur nachfolgende Versuche 1:1 gepoolt. In Abbildung 5 sind die RMP-, Protein-
und Eisenkonzentrationen der 13 Fraktionen von drei SEC-Isolierungen

vergleichend gegenibergestellt.

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu bedenken, dass eine idealisierte SEC
zwar mit einer scharfen Auftrennung von Teilchen nach ihrer Gro3e einhergehen
misste, in der Realitat aber eine gewisse Unscharfe entstehen kann. Dies liegt
zum Beispiel daran, dass nicht alle Teilchen der aufzutrennenden Losung (hier
0,5 — 2 ml vorkonzentrierter, zellfreier EK-Uberstand) genau zeitgleich in die
Chromatographie-Saule eintreten konnen. AulRerdem ist ein vorsichtiges
Auftraufeln mit PBS auf die Saule notwendig, sobald die aufzutrennende Losung
beinahe vollstandig eingezogen ist, um ein Austrocknen zu verhindern. Dies kann
durch Verwirbelungen der noch nicht eingezogenen Losung zu einer Unschérfe

fuhren.
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Wie aus Abbildung 5 ersichtlich wird, werden die RMPs mit dieser Methode
effektiv in den Fraktionen 2 und 3 konzentriert. Kleine Mengen eluieren zudem
noch in Fraktion 4 und 5, was durch unterschiedlich groRe RMPs und die
genannte Unscharfe erklart werden kann. Auch bei der SEC zeigt sich, dass die

RMP-Konzentration interindividuell stark schwankt.42

Es kam zu einer relativ scharfen Trennung der RMPs von kontaminierenden
Proteinen, welche hauptsachlich in spateren Fraktionen eluieren. Diese
Beobachtung ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Béing et al., die eine SEC-
Isolierung fur thrombozytiare MPs entwickelt haben.®> Ein Vergleich zur
Proteinkonzentration in UZ-Isolaten wurde in dieser Arbeit jedoch nicht
durchgefuhrt.

Das ebenfalls bestimmte Eisen, das mdglicherweise auch zellulare Effekte von
RMP-Isolaten miterklaren kénnte,**? wird im Gegensatz zu den Proteinen nicht
so scharf von den RMPs getrennt. Die Verteilung des Eisens wird wesentlich
dadurch bestimmt, dass freies Eisen als gelostes Teilchen in der
Chromatographie mit dem Losemittel frei eluieren kann. Es liegt jedoch auch
gebunden an Hamoglobin vor, was die ungleiche Verteilung miterklaren konnte.
Die Eisenkonzentration der RMP-Isolate ist bei beiden Isolierungsmethoden
vergleichbar (UZ: 18,5 + 13,4 ug / dl, n=8; SEC: 31,3 £ 10,9 ug / dl, n=3).

Die RMP-Konzentrationen aller SEC-Aufreinigungen (gepoolte Fraktionen 2 und
3) waren etwas niedriger als die Konzentrationen der UZ-Aufreinigungen (SEC:
8,7 x 10+ 5,2 x 10* RMPs / pl; UZ: 1,3 x 10° + 2,0 x 10° RMPs / pl). Dabei sollte
jedoch bedacht werden, dass der Verdinnungsfaktor durch die Aliquotierung bei
der UZ und die Fraktionsvolumina bei der SEC ein anderer ist. So liegen von
diesen RMP-Konzentrationen bei der SEC 2 ml vor (Fraktion 2 und 3 a 1 ml), bei
der UZ 1,6 ml (acht Aliquots a 200 pl). Die mittlere Gesamtausbeute an RMPs
betragt nach Herausrechnen des Verdinnungsfaktors 1,7 x 108 RMPs bei der
SEC und 2,0 x 108 RMPs bei der UZ, und ist daher durchaus vergleichbar.
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Wie bereits erwahnt, geht bei der SEC eine gewisse Menge RMPs in Fraktion 4
und 5 verloren. Optimierungen der Methode kénnten die Ausschopfung
vermutlich erhdhen. Eventuell wére hierflr eine starkere Vorkonzentrierung des
aufgebrachten EK-Uberstands sinnvoll, damit durch dessen geringeres Volumen
weniger Unscharfe bei der SEC entsteht. Eventuell sollte in der ,RMP-Fraktion®
auch noch ein gewisses Volumen aus Fraktion 4 aufgefangen werden, da die hier
auftretenden RMPs vermutlich vor allem zu Beginn eluieren. Dabei muss auch in
zukunftigen Experimenten auf eine Balance zwischen Trennung von

Kontaminanten und hoher RMP-Ausbeute geachtet werden.

Zusammenfassend scheint die SEC als effektive Methode zur RMP-Isolierung
aus EKs gut geeignet zu sein. Bezuglich des methodischen Aufwands und der
Auftrennung der RMPs von Proteinen ist das Verfahren der konventionellen UZ
wahrscheinlich sogar Uberlegen. Ein direkter Vergleich eines halbierten EKs mit
simultaner Isolierung via UZ und SEC mit anschlieBender genauer
Charakterisierung der RMPs mit mehreren Verfahren wie NTA und
Durchflusszytometrie sowie eine vergleichende Messung kontaminierender
Proteine sind empfehlenswert, um die Eignung der Methode weiterfihrend zu

prufen. Optimierungen kdnnten zudem die RMP-Ausbeute erhéhen.

5.2 Quantifizierung erythrozytarer Mikropartikel via

Durchflusszytometrie und Nanopartikel-Tracking-Analyse

RMPs wurden in dieser Arbeit hauptsachlich via Durchflusszytometrie mit
doppelter Fluoreszenzfarbung quantifiziert, da es die meistbenutzte Methode ist.
Aufgrund der grof3en Einschrankung bei der Erkennung kleinerer EVs steht die
Durchflusszytometrie im Kontext von EVs aber durchaus in Kritik. Da von RMPs
zudem bekannt ist, dass sie eher kleine EVs sind,*! ist zu vermuten, dass die
Durchflusszytometrie auch bei RMPs an ihre Grenzen stoRen kann. Daher
wurden vier RMP-Isolate vergleichend via NTA und Durchflusszytometrie

analysiert wurden.

Die Konzentration der gemessenen Partikel in der NTA war um mehrere
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GroRenordnungen hoher als in der Durchflusszytometrie (NTA: 9,8 x 108+ 6,1 x
108 Partikel / pl; Durchflusszytometrie: 1,5 x 10* + 1,7 x 10* RMPs / pl). Bewusst
wurde hier bei der NTA keine Angabe in der Einheit [RMPs / pl], sondern [Partikel
/ ul] gemacht. Es wurde namlich keine spezifische Farbung fir RMPs verwendet
wie in der Durchflusszytometrie, sondern die Gesamtheit aller Partikel im
GroRRenspektrum von Exosomen und MPs analysiert. Die Ergebnisse sind daher

schwer zu vergleichen.

Die hohere Konzentration in der NTA kann mehrere Grinde haben. Zum einen
werden in der NTA neben RMPs auch EVs anderer zellularer Herkunft als Partikel
gemessen, die sich ebenfalls in EKs befinden und aufgrund ihrer &hnlichen
Eigenschaften mitisoliert werden.>® Zudem koénnen in der NTA Proteine bzw.
Proteinkomplexe oder Lipoproteine &ahnlicher GroRe wie MPs als Partikel
gemessen werden. 4382

Umgekehrt konnte die Antikorperfarbung in der Durchflusszytometrie zu
spezifisch sein und daher RMPs aufgrund von ungentgender CD235a- bzw. PS-
Expression oder mangelnder Affinitat der Antikorper falschlicherweise nicht
erfassen, wodurch die Konzentration in der Durchflusszytometrie falsch-niedrig
ausfallen wirden. Das Dogma, dass alle EVs immer PS exprimieren, wurde fur
thrombozytare MPs bereits widerlegt.** Die Pramisse, dass nur doppelt gefarbte
MPs als RMPs gezahlt werden, kdnnte also auch hier zu spezifisch gewesen
sein. Ein weiterer Erklarungsansatz ware, dass die Durchflusszytometrie einen
Grolteil der RMPs aufgrund ihrer Gro3e nicht erfassen kann. Dies wirde zu der
GroRRenverteilung der Partikel in der NTA passen, die in Abbildung 6 zu sehen
ist. Die mittlere Partikelgrof3e war in den vier Isolierungen 201,6 nm. Damit ware
moglicherweise ein  Grofdteii der RMPs zu klein zur Analyse via

Durchflusszytometrie, deren Auflosungsuntergrenze bei etwa 200 nm liegt.82
Fur die weiterfuhrende Charakterisierung von RMPs via NTA ware der Einsatz

von Fluoreszenzfarbungen sinnvoll, um das Problem mangelnder Spezifitat der

nativen NTA auszuschalten.
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Die Beforschung von EVs wie den RMPs fuhrt zahlreiche methodische
Herausforderungen und ungeldste Probleme mit sich, die zum Teil mit deren
GrofRe zusammenhangen. So ist auch die Durchflusszytometrie, wenngleich sie
die meistverwendete Methode hierfur darstellt, wahrscheinlich nicht ideal fur die
Quantifizierung von RMPs geeignet. Dies macht ein kritisches Hinterfragen aller

stromabwarts erfolgten Experimente notwendig.

5.3 Einfluss der Isolierungsmethode auf die biologische Aktivitat

erythrozytarer Mikropartikel

In dieser Arbeit wurden RMPs via UZ und SEC isoliert. Wahrend die UZ als
Standardmethode der Isolierung diverser EVs sowie von RMPs angesehen
werden kann, liegen Erkenntnisse vor, dass die Methode die Eigenschaften der
EVs verandern kann.8+8_ Mol et al. zeigten, dass via SEC isolierte EVs von
Kardiomyozyten-Vorlauferzellen eine hohere Funktionalitat haben.®® Ein Ziel der
Arbeit war es daher zu untersuchen, ob die Isolierungsmethoden UZ und SEC
die biologische Aktivitat von RMPs veréndern. Dies wurde im Viabilititsassay
untersucht. Tatséchlich hatten hier RMPs, die via UZ isoliert wurden, in hohen
Konzentrationen (10 x 10° und 50 x 10 RMPs / ml) einen signifikanten Effekt auf
die Viabilitat von HCT-116-Zellen, wahrend via SEC isolierte RMPs keinen
signifikanten Effekt hatten (siehe 4.2.1 Zellviabilitat). Die Isolierungsmethode

scheint also tatsachlichen einen Einfluss auf die Aktivitat der RMPs zu haben.

Die Ergebnisse sind aber mit zwei Einschrdnkungen zu interpretieren. Zum einen
wurde nicht die gleiche Anzahl an Experimenten durchgefihrt (n=5 fur UZ, n=3
fur SEC). Insbesondere bei der sehr niedrigen Zahl von Versuchen, die mit via
SEC isolierten RMPs durchgefihrt wurden, kann der Zufall einen groéReren
Einfluss gehabt haben, was auch zu den grél3eren Standardabweichungen
zwischen den Experimenten passt (siehe Abbildung 7). Zudem wurde kein
direkter Vergleich durchgefuhrt. Idealerweise sollten EKs vor der Isolierung von
RMPs halbiert werden, dann sollte eine Halfte via SEC und eine Halfte via UZ
verarbeitet werden. AnschlieBend sollten Zellkulturassays mit RMPs
durchgefuhrt werden, die mittels der zwei Methoden aus dem gleichen EK isoliert
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wurden. Dieser hohere methodische Aufwand wirde einen verlasslicheren,

direkten Vergleich bedeuten.

Wodurch die unterschiedlichen biologischen Aktivitaten erklart werden kénnen,
muss ebenso noch aufgeklart werden. Moglicherweise wurden die via UZ
isolierten RMPs aufgrund der hohen Scherkrafte zu Konglomeraten verklumpt8
oder anderweitig verandert worden.

Moglicherweise sind auch die Kontaminanten der Isolierungen fur die
Unterschiede der Ergebnisse mitverantwortlich. Es wurde in anderen Arbeiten
gezeigt, dass Proteine bzw. Lipoproteine bei der UZ als Kontamination mitisoliert
werden,®? wahrend die SEC zur Trennung von solchen Kontaminanten besser
geeignet zu sein scheint.® In dieser Arbeit wurde fiir die SEC bestétigt, dass sie
effektiv RMPs von Proteinen trennt. Da die Eisenkonzentrationen der SEC- und
UZ-Isolate ahnlich niedrig sind, ist es eher unwahrscheinlich, dass Eisen fur die

unterschiedlichen Effekte auf die Zellviabilitat verantwortlich ist.

Zusammenfassend ist die Frage, ob die Isolierungsmethode einen Einfluss auf
die biologischen Aktivitaten von RMPs hat, vorlaufig und beschrankt auf ein
Viabilitdtsassay der Kolonkarzinomzelllinie HCT-116, mit ja zu beantworten.
Dabei muss jedoch unter anderem die Mdoglichkeit bedacht werden, dass
kontaminierende Proteine fur die Effekte mitverantwortlich sind. Der methodisch
aufwandigere Vergleich eines in zwei Halften aufgetrennten EKs (fur UZ und
SEC) und Studien, die die Kontaminanten der Isolate genauer charakterisieren,
konnten diese Frage mit hoherer Sicherheit beantworten.

54 Einfluss erythrozytarer Mikropartikel auf die
Kolonkarzinomzelllinie HCT-116

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass via UZ isolierte RMPs in hohen
Konzentration (10 x 108 RMPs / ml oder 50 x 10 RMPs / ml) signifikant die
Viabilitat von HCT-116-Zellen erhéhen, wahrend niedrige bis mittlere
Konzentrationen (0,5 x 10°, 1 x 10° oder 5 x 10 RMPs / ml) keinen Einfluss auf

die Viabilitat haben. RMPs mittlerer Konzentration (5 x 106 RMPs / ml) verstarken
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unter bestimmten Umstanden (bei jeweils einer von vier bzw. flinf getesteten
Bedingungen) die Migration und Invasion von HCT-116-Zellen. RMPs mittlerer
Konzentration (5 x 10° RMPs / ml) haben keinen signifikanten Effekt auf die
Langzeitproliferation (Uber zwei bzw. vier Tage) von HCT-116-Zellen. RMPs
mittlerer bis hoher Konzentration (5 x 10° oder 10 x 108 RMPs / ml) verandern die
Proteinsynthese von P-GSK-3, GSK-3p und PCNA durch HCT-116-Zellen nicht
signifikant. Ein Einfluss auf mit diesen Proteinen verkniUpften Signalwegen
scheint daher keine Erklarung fir die beobachteten Effekte der RMPs auf

Viabilitat, Migration und Invasion zu sein.

Zellkulturassays wie in dieser Arbeit untersuchen ausschliel3lich die direkte
Interaktion zwischen Zellen und potenziellen Effektoren wie den RMPs. Dabei
kénnen zwar wichtige Hinweise auf biologische Prozesse gewonnen werden, wie
sie auch in vivo ablaufen kénnten, aber die Ergebnisse sind mit Einschrankungen
zu interpretieren. Es fehlen wichtige Aspekte eines vollstandigen biologischen
Systems. In dem Kontext eines Patienten mit kolorektalem Karzinom waren
beispielsweise Blut- und LymphgefalRe als Versorgungssystem und potenzieller
Metastasierungsweg von Interesse, zudem das Immunsystem, die
Tumormikroumgebung und die Vielzahl an |8slichen Faktoren, die lokal und
systemisch mit den malignen Zellen und auch mit den RMPs interagieren
konnten. Von den RMPs sind bereits immunmodulatorische Effekte bekannt, die
maoglicherweise an TRIM beteiligt sind und damit indirekt das Tumorwachstum

beeinflussen konnten (siehe 1.2.3 Biologische Aktivitaten).

Eine weitere Einschrankung bei der Interpretation der Ergebnisse entsteht aus
den gewdahlten Konzentrationen. Die in diesem Abschnitt als ,hoch®
beschriebenen Konzentrationen (10 x 106 RMPs / ml und 50 x 106 RMPs / ml)
sind ausgehend von einer vereinfachten Schatzung in der Realitat wahrscheinlich
unerreichbar. Die mittlere Ausbeute der via UZ gewonnenen RMP-Isolate in
dieser Arbeit war 2,0 x 108 RMPs (siehe 4.1.2 Vergleich der
Isolierungsmethoden). Es wurden in dieser Arbeit keine Daten Uber die RMP-
Konzentrationen der verwendeten EKs oder den méglichen Verlust von RMPs im

Isolierungsprozess ermittelt. Um eine konservative Schatzung vorzunehmen, sei
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daher angenommen, dass ein durchschnittliches EK an Tag 42 2,0 x 108 RMPs
enthalt. Ausgehend von einem 70 kg schweren Mann mit einem Blutvolumen von
5.000 ml waren somit etwa 240 bzw. 1200 EKs notwendig, bei denen die
Lagerungszeit ausgereizt wurde (Tag 42 nach Blutspende), um eine
Blutkonzentration von 10 x 10° bzw. 50 x 10 RMPs / ml zu erreichen. Fur alle
Zellkulturversuche abseits vom Viabilitatsassay wurde daher die mittlere
Konzentration von 5 x 106 RMPs / ml als Standard gewahlt, wenngleich auch eine
Transfusion von etwa 120 EKs unrealistisch ist. Andererseits gilt zu bedenken,
dass bei der UZ mit einem gréf3eren Verlust von RMPs zu rechnen ist. So war
bei einer Studie von Rubin et al. die RMP-Menge in EKs 15-fach hoher als in
Isolaten, die hieraus via UZ gewonnen wurden.&

Zur Untersuchung des Einflusses auf die Proteinsynthese wurde erneut die
hohere Konzentration von 10 x 10 RMPs / ml aufgegriffen, um maogliche
Mechanismen fiur die verstarkte Viabilitdt bei dieser Konzentration zu
untersuchen.

Im Kontext von RMPs ist auch wichtig zu bedenken, dass diese zwar in EKs weit
Uber physiologische Konzentrationen hinaus akkumulieren, dabei jedoch in vivo
wahrscheinlich schnell abgebaut werden.>®5" Es ist nicht bekannt, in welcher
Konzentration sie nach einer Transfusion tatsachlich bei einem Malignom

ankommen.

Die Eisenkonzentration ist bei den Isolaten der UZ mit 18,5 + 13,4 ug / dl relativ
niedrig. Sie befindet sich im Durchschnitt sogar unter dem eigentlichen
Arbeitsbereich des Assays und unter dem Referenzbereich von Serum-Eisen.
Eisen als Kontamination der RMP-Isolate koénnte aber dennoch zu den
Ergebnissen beigetragen haben, da Eisen im Kontext von Malignomwachstum

zahlreiche Effekte haben kann.112

Was zudem bei der Interpretation der Ergebnisse bedacht werden sollte, ist ein
gewisses Selektions-Bias bei den verwendeten RMP-Isolierungen fir die
Zellkulturassays. Wie bereits erwahnt, ist die RMP-Konzentration grof3en
Schwankungen zwischen den Isolierungen ausgesetzt.*> Es wurden RMPs aus

31 EKs via UZ und finf EKs via SEC isoliert, bei vielen Isolaten war die
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Konzentration bei der gewahlten Verdinnung bzw. Aliquotierung aber zu gering,
um die RMP-Konzentrationen fir die Zellkulturassays zu erreichen. Daher
wurden vor allem RMPs aus Isolierungen verwendet, die vergleichsweise hohe
RMP-Konzentrationen hatten. Es ist nicht auszuschlielen, dass RMPs aus
Isolaten mit hoherer Konzentration andere biologische Effekte haben als RMPs
aus Isolaten geringerer Konzentration. Es wird vermutet, dass die RMP-Bildung
in EKs Teil des Lagerungsschadens der Erythrozyten ist.#>5° Somit ist plausibel,
dass RMPs aus Isolaten hoher Konzentration von besonders gestressten
Erythrozyten abgeschnirt werden, was ihre biologischen Eigenschaften

verandern konnte.

Mogliche MalRnahmen, um auch RMPs aus Isolierungen mit niedrigerer RMP-
Menge verwenden zu koénnen, waren unter anderem eine Erhéhung der
Ausschopfung durch Verfahrensoptimierungen, ein niedrigeres
Aliquotierungsvolumen oder ein Pooling mehrerer RMP-Isolierungen. Letztere
MalRnahme wirde auch interindividuelle Unterschiede der RMPs bei den
biologischen Eigenschaften als verzerrenden Faktor ausschalten und dem
Umstand gerecht werden, dass in der Realitat eine Mehrfachtransfusion auch mit
der Vereinigung der EKs und deren RMPs mehrerer Spender im Empfanger
einhergeht.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass via UZ isolierte RMPs
die Zellviabilitat, Migration und Invasion von HCT-116-Kolonkarzinomzellen
verstarken kénnen. Aufgrund der gewahlten hohen RMP-Konzentrationen, der
Moglichkeit von Effekten durch Kontaminanten und der Tatsache, dass in
Zellkultur gearbeitet wurde, ist hiervon jedoch nicht abzuleiten, dass RMPs bei

Transfusionen in vivo das Wachstum von Malignomen fordern.
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