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1. Zusammenfassung

Maligne Nierentumoren sind in Deutschland unter den zehn haufigsten Tumorentitaten zu
finden [53]. Da Patienten mit Fernmetastasen nach durchschnittlich 6 bis 15 Monaten eine
Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren als Bestandteil der systemischen Therapie
entwickeln, ist es von groRem Interesse, die Mechanismen der Resistenzentwicklung zu
verstehen [143]. Zellen kommunizieren Uber kleine extrazellulare Vesikel, sog. Exosomen,
miteinander und kénnen so DNA, RNA, Lipide, Proteine und Kohlenhydrate austauschen
[79,178].

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Exosomen eine Resistenz gegen den
Tyrosinkinaseinhibitor Pazopanib tbertragen kdnnen. Die verwendete Pazopanib-resistente
Zelllinie 786-OFPR weist bei ansteigender Pazopanibkonzentration (7 — 22 yM) dauerhaft eine
hohere Zellviabilitat als die sensitive Zelllinie 786-O"T auf und zeigt eine deutlich erhohte IC50.
Sowohl die Exosomen von 786-OVT als auch die Exosomen von 786-OPR exprimieren in
Immunoblot-Analysen CD63 und Syntenin als exosomale Marker. In NTA-Messungen weisen
die Exosomen eine durchschnittliche GrofRe zwischen 115 und 132 nm auf, insgesamt
sezernieren 786-0O°R-Zellen mehr Exosomen als 786-O%'. Fluoreszenzgefarbte Exosomen
von 786-OPRwerden in sensitive 786-0V'-Zellen aufgenommen.

Durch die Stimulation von sensitiven Zellen mit Exosomen von 786-OPR kann die Zellviabilitat
unter Behandlung mit Pazopanib von 17,9% (PBS-Kontrolle) auf maximal 33,5% (8 pg/ml 786-
OPR-Exosomen) gesteigert werden (p = 0,995). Die Erhdhung der Zellviabilitat kann auch durch
Stimulation der Zellen mit Exosomen von 786-O%WT erreicht werden, der Effekt ist allerdings
weniger stark ausgepragt (maximal 20,3% nach Stimulation mit 8 pug/ml 786-O""-Exosomen,
p = 1,0). Eine Stimulation mit 786-OR-Exosomen resultiert in einer generellen Steigerung der
Zellviabilitat von 100% (PBS-Kontrolle) auf maximal 159,8% (8 ug/ml 786-OPR-Exosomen)
unter Behandlung mit DMSO (p = 0,026).

786-OPR-Zellen zeigen eine verstarkte Expression von Axl/c-MET im Vergleich zu den
sensitiven Zellen als Hinweis auf eine mdgliche Hochregulation eines alternativen Pathways
zur Zellproliferation.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sensitive 786-0O-Zellen durch Stimulation mit
Exosomen resistenter 786-0-Zellen eine hdhere Toleranz gegen eine Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Pazopanib aufweisen. Um die beobachteten Effekte auf das
Zelliberleben in kausalem Zusammenhang mit einer Exosomenstimulation bringen zu
kénnen, missen sich weitere Experimente anschliel3en. Eine genauere Charakterisierung des
Inhalts der Exosomen sensitiver und resistenter 786-O-Zellen kann zur Klarung der
Resistenzentwicklung beitragen. Da es zahlreiche zellulare Pathways zur Zellproliferation und

zum Zelliberleben gibt, ist die Entdeckung eines singularen Ubertragungsmechanismus



unwahrscheinlich. Vielmehr ist eine Kombination aus mehreren molekularen Mechanismen

denkbar, wobei nicht nur Exosomen eine Rolle spielen.

Renal malignancies are to be found amongst the ten most prevalent cancers in Germany [53].
As patients treated with systemic therapy usually develop resistances against the widely used
tyrosine kinase inhibitors after about 6 to 15 months of treatment, it is of great interest to further
investigate the mechanisms behind developing resistances against targeted therapy [143].
Exosomes as means of intercellular communication serve to exchange DNA, RNA, lipids,
proteins and carbohydrates between cells [79,178]. This doctoral thesis sought to explore
whether or not exosomes could transfer a resistance against the tyrosine kinase inhibitor
Pazopanib.

786-0OPR (Pazopanib-resistant ccRCC-cells) constantly display a higher cell viability while being
exposed to rising concentrations of Pazopanib (7 — 22 uM) in comparison to Pazopanib-
sensitive 786-OW" cells and also present to have a higher IC50.

Exosomes of both 786-O"T and 786-OFR express exosomal markers such as CD63 and
Syntenin in western blot analysis. Nanoparticle tracking analysis showed the average size of
exosomes to be ranging between 115 and 132 nm. In addition to that, 786-OFR produces far
more exosomes than 786-O"T. The stimulation of sensitive 786-O"T cells with 8 pg/ml
exosomes derived from 786-O"R leads to an increase in cell viability from 17.9% up to 33.5%
when cells are treated with Pazopanib after stimulation (p = 0.995). Slight increases in cell
viability can also be achieved by stimulating 786-OT cells with their own exosomes, even
though the effect is not as strong with a maximum of 20.3% cell viability after stimulation with
8 ug/ml 786-O“R exosomes (p = 1.0). If cells are treated with DMSO, stimulation of 786-OWT
cells with exosomes derived from 786-OFR results in rising the cell viability up to 159.8%
compared to the cell viability of cells stimulated with PBS only (100%, p = 0.026).

786-O°R cells show increased expression of Axl/c-MET, which might indicate a possible
upregulation of alternative pathways stimulating cell proliferation.

The results of this thesis indicate that exosomes derived from TKI-resistant cells alter the cell
viability of sensitive cells. To further investigate the observed impact of exosomes on the
survival and proliferation and draw causal linkage between stimulation with exosomes and
increase in cell viability, further experiments have to follow up. Additional characterization of
exosomes and their cargo could contribute to explaining the development of resistance. Since
there are several pathways regulating cell proliferation and survival, it is highly unlikely to be
one single mechanism responsible for developing resistances. Rather it should be taken into

consideration that a combination of several molecular mechanisms is involved.



2. Einleitung

2.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Maligne Tumoren der Niere gehéren zu den haufigsten Tumoren der westlichen
Industrienationen mit weltweit etwa 400.000 Neuerkrankungen jahrlich [50]. In Deutschland
zahlen maligne Nierentumoren zu den zehn haufigsten Tumorneuerkrankungen [53]. Im Jahr
2018 erkrankten in Deutschland 9350 Manner an einem malignen Nierentumor, 3108 starben
daran [53]. Der prozentuale Anteil des Nierenzellkarzinoms an allen Tumorneuerkrankungen
betrug bei Mannern in diesem Jahr 3,5%, womit das Nierenzellkarzinom an neunter Stelle der
Tumorlokalisationen beim Mann steht [53]. Im Vergleich dazu erkrankten im Jahr 2018 5480
Frauen, 1931 starben an einem malignen Nierentumor. Prozentual machen Nierentumore bei
Frauen einen Anteil von 2,4% aus und stehen daher erst an zehnter Stelle [53]. Manner sind
von einem malignen Nierentumor annéhernd doppelt so haufig betroffen wie Frauen (Abb. 1)
[53]. Die Inzidenz des Nierenzellkarzinoms ist in den letzten Jahren in Deutschland leicht
racklaufig [53].

Das mittlere Erkrankungsalter des klarzelligen Nierenzellkarzinoms liegt im 6. und 7.
Lebensjahrzehnt: Frauen erkranken durchschnittlich in einem Alter von 71 bis 72 Jahren,

Manner etwas friher im Alter von 68 Jahren [53].

Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht, ICD-10 C64,
Deutschland 1999 — 2018/2019, Prognose (Inzidenz) bis 2022,
modifiziert [53]
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2.1.2 Risikofaktoren

Fur das Nierenzellkarzinom sind einige Risikofaktoren bekannt. Grundsétzlich kann man
innerhalb der Risikofaktoren zwischen hereditdren und nicht-hereditdren, teils
beeinflussbaren, Faktoren unterscheiden. Als wichtigste beeinflussbare Risikofaktoren sind
Nikotinabusus, Adipositas und arterielle Hypertonie zu nennen.

Durch das Rauchen von Zigaretten ist das Risiko sowohl fir Patienten, die in ihrer
Vergangenheit lAngere Zeit geraucht haben als auch fur Patienten, die derzeit immer noch
rauchen, deutlich erhéht [37,46,115]. Bei Rauchern mit mehr als 22,5 Pack Years wurde eine
Risikoerhohung um circa 50% im Vergleich zu Menschen, die niemals geraucht haben,
festgestellt [115]. Gleichzeitig besteht ein dosisabhangiger Effekt: Je mehr ein Patient geraucht
hat, desto hoher ist das Risiko fur die Erkrankung an einem Nierenzellkarzinom [87].
Adipositas stellt einen generellen Risikofaktor flr eine maligne Tumorerkrankung dar [100].
Das Nierenzellkarzinom steht ebenfalls in Zusammenhang mit Ubergewicht, neben Rauchern
haben auch Ubergewichtige (BMI > 25kg/m?) ein erhohtes Risiko fiir ein Nierenzellkarzinom
[17,100,115]. Dabei scheint der BMI auch einen Einfluss auf den histologischen Subtyp des
Nierenzellkarzinoms zu haben: Ein steigender BMI wird vermehrt mit einem Kklarzelligen
Nierenzellkarzinom assoziiert [112].

Als weiteren Risikofaktor ist eine arterielle Hypertonie zu nennen [46,115,167,173]. Patienten
mit einem langjahrig bestehenden Hypertonus haben ein erhdhtes Risiko, an einem
Nierenzellkarzinom zu erkranken.

Weitere nicht-hereditéare Faktoren sind eine terminale Niereninsuffizienz [31,113,115], Alter
und Geschlecht [115], sowie die Exposition gegenlber Toxinen wie Trichlorethylen [4,127].

Als wichtigster hereditarer Risikofaktor gilt vor allem das Von-Hippel-Lindau-Syndrom [91].

2.1.3 Histopathologische Einteilung nach WHO

Den grofRten Anteil der malignen Nierentumoren stellt mit 95% das Nierenzellkarzinom dar
[53]. Das Nierenzellkarzinom geht vom Tubulusepithel der Nephrone aus. Urothelkarzinome
des Nierenbeckens sind dagegen eher selten [83].

Der haufigste histologische Subtyp des Nierenzellkarzinoms macht mit circa 75-80% das
klarzellige Nierenzellkarzinom aus [142]. Makroskopisch deutet eine helle, goldgelbe, teils mit
nekrotischen und hamorrhagischen Arealen durchsetze Schnittflache auf ein klarzelliges
Nierenzellkarzinom hin [83]. Mikroskopisch zeigen sich nestartig angeordnete Tumorzellen mit
klarem Zytoplasma [83].



Entsprechend der Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzinoms,

zuletzt aktualisiert im Februar 2023, werden alle Nierentumoren entsprechend der WHO-

Klassifikation der Nierentumoren eingeteilt (Tab. 1). Dies gewahrleistet eine genaue

Einschatzung der Differenzierung des Tumors, sodass eine Anpassung der Therapie erfolgen

und mdgliche prognostische Aussagen getroffen werden kénnen [104].

Tabelle 1: WHO-KIlassifikation der Nierentumoren

modifiziert nach [122]

Epitheliale Nierenzelltumoren

Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Multilokulare zystische Neoplasie mit niedrigem Malignitétspotenzial
Papillares Nierenzellkarzinom

Hereditare-Leiomyomatose- und Nierenzellkarzinom-assoziiertes
Nierenzellkarzinom

Chromophobes Nierenzellkarzinom

Sammelrohrkarzinom

Medullares Karzinom der Niere

MiT-Familie der Translokationskarzinome
Succinat-Dehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom
Muzinéses tubuléares und spindelzelliges Karzinom

Erworbene Zystennieren-assoziiertes Nierenzellkarzinom
Klarzelliges papillares Nierenzellkarzinom

Nierenkarzinom, nicht klassifiziert

Papillares Adenom

Onkozytom

Metanephrische Tumoren

Metanephrisches Adenom
Metanephrisches Adenofibrom

Metanephrischer Stromatumor

Nephroblastische und
zystische Tumoren im
Kindesalter

Nephrogene Reste

Nephroblastom

Zystisches partiell differenziertes Nephroblastom
Péadiatrisches zystisches Nephrom

Mesenchymale Tumoren

Hauptsachlich im Kindesalter:

Klarzellsarkom

Rhabdoidtumor

Kongenitales mesoblastisches Nephrom
Ossifizierender Nierentumor des Kindesalters

Hauptsachlich bei Erwachsenen:
Leiomyosarkom

Angiosarkom
Rhabdomyosarkom
Osteosarkom

Synoviales Sarkom

Ewing-Sarkom

Angiomyolipom
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Epitheloides Angiomyolipom
Leiomyom

Hamangiom

Lymphangiom

Hé&mangioblastom
Juxtaglomerularer Tumor
Renomedullérer interstitieller Tumor

Solitarer fibroser Tumor

Gemischte Epithel- und Adultes zystisches Nephrom
Stromatumorfamilie Gemischter Epithel- und Stromatumor
Neuroendokrine Tumoren Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor

Grof3zelliges neuroendokrines Karzinom
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom
Paragangliom

Verschiedene Tumoren Hamatopoetische Tumoren der Niere
Keimzelltumoren

Metastasen

2.1.4 Einteilung des Tumorstadiums

Zusatzlich zur histopathologischen Einteilung des Nierentumors erfolgt eine Klassifikation
anhand des TNM-Systems (Tab. 2) und ein Grading des Tumors nach WHO und International
Society of Uropathology (ISUP) (Tab. 3).

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms 2017
nach [10]

Priméartumor

TO Kein Anhalt fur Primartumor

T1 Tumor <=7 cm in gréRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

Tla | Tumor 4 cm oder weniger in gréf3ter Ausdehnung

T1b | Tumor mehr als 4 cm, aber nicht mehr als 7 cm in gro3ter Ausdehnung

T2 Tumor > 7 cm in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

T2a | Tumor mehr als 7 cm, aber nicht mehr als 10 cm in gréf3ter Ausdehnung

T2b | Tumor mehr als 10 cm in grof3ter Ausdehnung

T3 Tumor breitet sich in grofere Venen aus oder infiltriert direkt perirenales
Gewebe, jedoch nicht in ipsilaterale Nebenniere und nicht tber die Gerota-

Faszie hinaus

T3a | Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die Nierenvene oder ihre
segmentalen Aste oder Tumor infiltriert perirenales oder peripelvines

Fettgewebe, aber nicht Giber die Gerota-Faszie hinaus.
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T3b

Tumor mit Ausbreitung in die Vena cava unterhalb des Zwerchfells

T3c

Tumor mit Ausbreitung in die Vena cava oberhalb des Zwerchfells oder mit

Infiltration der Wand der Vena cava

T4

Tumor infiltriert Uber die Gerota-Faszie hinaus (eingeschlossen die

kontinuierliche Ausbreitung in die ipsilaterale Nebenniere)

Regionale Lymphknotenmetastasen

NX Benachbarte (regiondre) Lymphknoten sind nicht beurteilbar

NO Kein Anhalt fir benachbarte Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in einem benachbarten Lymphknoten

N2 Metastase in mehr als einem benachbarten Lymphknoten
Fernmetastasen

MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden

MO Kein Anhalt fir Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen treten am h&ufigsten in der Lunge, im Skelett und in

den Lymphknoten, eher selten im Gehirn und in der Leber auf.

Tabelle 3: Stadieneinteilung nach Union for International Cancer Control (UICC) 2017 (8.Version)

nach [10]
UICC-Stadium TNM
Stadium | T1, MO, NO
Stadium Il T2, MO, NO
Stadium Il T3, MO, NO
oder T1-T3, N1, MO
Stadium IV T4 oder N2 oder M1

Mithilfe des Gradings wird die histopathologische Differenzierung des Tumorgewebes

eingeteilt (Tab. 4). Je undifferenzierter das Tumorgewebe ist, desto hoher ist die Gradingstufe.

Das haufig benutze Fuhrman-System zur Graduierung von Nierenzellkarzinomen wurde 2015

durch das Grading nach World Health Organisation (WHO) und International Society of

Uropathology (ISUP) ersetzt [123]. Die ISUP-Graduierung erfolgt ausschlie3lich durch

Beurteilung der Nukleolen, wohingegen das Fuhrman-System auf der Beurteilung der

KerngroRRe, der Kernpolymorphie und der GroRRe des Nukleolus beruht [123].
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Tabelle 4: Grading nach International Society of Uropathology (ISUP)
modifiziert nach [123]

Grading Beschreibung

G1 Fehlende oder unauffallige basophile Nukleolen bei 400-facher Vergrél3erung

G2 Erkennbare und eosinophile Nukleolen bei 400-facher VergréRerung; sichtbar,

aber nicht prominent bei 100-facher VergréRerung

G3 Erkennbare und eosinophile Nukleolen bei 100-facher VergroéRerung

G4 Extreme nukledre Pleomorphie und/oder mehrkernige Riesenzellen und/oder

rhabdoide und/oder sarkomatoide Differenzierung

2.1.5 Symptomatik

In frihen Stadien prasentiert sich das Nierenzellkarzinom oft symptomarm [83]. In der
Vergangenheit wurden Patienten mit einem Nierenzellkarzinom durch persistierende
Hamaturie, Flankenschmerzen und einen palpablen Nierentumor erstmals klinisch auffallig.
Diese klassische Symptomtrias tritt heute nur noch bei weniger als 15% der Patienten auf
[132]. Etwa 10-40% der Patienten mit Nierenzellkarzinomen entwickeln ein
paraneoplastisches Syndrom mit mdglichen endokrinen und systemischen Symptomen
(Tab. 5) [132].

Tabelle 5: Mdgliche Symptome eines paraneoplastischen Syndroms beim Nierenzellkarzinom
modifiziert nach [132]

Endokrin Systemisch
Hyperkalzamie Amyloidose

arterielle Hypertonie Anamie

Polyzythamie Neuromyopathie
nicht-metabolische Leberinsuffizienz Vaskulopathie
Galaktorrhoe Nephropathie
Cushing-Syndrom Koagulopathie
Veranderungen des Glukosestoffwechsels Prostaglandinerhdhung

Durch die verbesserten technischen Mdéglichkeiten zur Bildgebung und den haufigen Einsatz
von Ultraschallgeraten und CT- beziehungsweise = MRT-Untersuchungen  sind
Nierenzellkarzinome haufig ein Zufallsbefund bei anderen diagnostischen Untersuchungen
[83,102,121,161].
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2.1.6 Diagnostik

Ein betrachtlicher Teil der Nierenzellkarzinome wird als Zufallsbefund bei Ultraschall oder CT -
Untersuchungen diagnostiziert, die zur Abklarung einer anderen Problematik veranlasst
wurden [10,88].

Bei Verdacht auf ein Nierenzellkarzinom erfolgt zunachst eine allgemeine korperliche
Untersuchung, bei der auf einen palpablen Nierentumor, Flankenschmerzen und
Lymphadenopathien geachtet wird. Eine Varikozele und/oder beidseitige Beinbdeme kdnnen
auf eine Gefalinvasion des Tumors in die Vena Cava inferior mit resultierender unterer
Einflussstauung hindeuten [10,62]. Zusatzlich sollte eine klassische B-Symptomatik mit
Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweild3 erfragt werden. Husten, eine generalisierte
Lymphadenopathie und Knochenschmerzen mit eventuellen pathologischen Frakturen kénnen
auf eine Metastasierung hinweisen[10,62]. Bei der Urinuntersuchung ist eine Hamaturie
moglich [10]. Laborchemisch werden die Nierenretentionsparameter zur Evaluation der
Nierenfunktion bestimmt. Weitere Laborparameter kénnen Entziindungsparameter, wie das C-
reaktive Protein (CRP), Hdmoglobin und ein grofl3es Blutbild, Calcium, Gerinnungsstatus, die
Laktatdehydrogenase (LDH) und Leberwerte, wie die alkalische Phosphatase (AP) und das
Serumalbumin, sein [10,62].

Die Abdomensonographie als etablierter Teil einer primaren Diagnostik wird zur Beurteilung
der Nieren regelmalig verwendet, um eine Aussage Uber Morphologie, Stauung oder
maogliche Raumforderungen treffen zu kénnen [66,68]. In der Sonographie sind kleinere
Tumoren allerdings nicht adaquat darstellbar [86]. Durch kontrastmittelgestitzte
Ultraschalluntersuchungen kann die Zuverlassigkeit der Sonographie jedoch verbessert

werden, da so eine differenzierte Perfusionsdarstellung maoglich ist [33,68].

2.1.7 Prognose

Die Prognose bei Erkrankung an einem Nierenzellkarzinom ist von histopathologischen und
klinischen Faktoren abh&ngig [10]. Zu den Kklinisch prognostischen Faktoren zé&hlen der
Performance Status, das Auftreten von Metastasen in Abh&ngigkeit von Zeitpunkt und Ort,
Symptome, hamatologische Parameter (Hb-Wert, Anzahl der Thrombozyten, Neutrophilen)
und LDH [104]. Generell bedeutet ein hdheres Tumorstadium allerdings eine schlechte
Prognose, das relative 5-Jahres-Uberleben sinkt im UICC-Stadium IV rapide ab [53] ( Abb. 2).
Da etwa 50% der Diagnosen im niedrigen Tumorstadium | gestellt werden, ist die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate fiir Nierenzellkarzinompatienten giinstig. Sie liegt fur Frauen bei 76
und fir Manner bei 78% [53].
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Abbildung 2: Relatives 5-Jahres-Uberleben nach UICC-Stadium und Geschlecht
modifiziert nach [53]
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Es existieren derzeit zahlreiche Nomogramme zur individuellen Prognoseabschatzung, da das
TNM-System beziiglich der Vorhersagekraft beim Nierenzellkarzinom zu ungenau ist [104].
Grundsatzlich kann bei den Nomogrammen in pra- und postoperative Nomogramme
unterschieden werden [104]. Mithilfe der praoperativen Nomogramme soll eine Aussage uber
ein mogliches Rezidivrisiko nach Tumorentfernung getroffen werden kdonnen. Als wichtigstes
praoperatives Nomogramm ist die Cindolo-Formel zu nennen [32].

Bei den postoperativen Nomogrammen sind verschiedene Endpunkte definiert und zur

Beurteilung werden auch verschiedene Faktoren beriicksichtigt (Tab. 6).

Tabelle 6: Postoperative Nomogramme zur Risikobeurteilung bei Patienten mit Nierenzellkarzinom
modifiziert nach [104]

Nomogramm Endpunkte Faktoren im Modell

UCLA Integrated | Gesamt-/tumorspezifisches | - T-, N- und M-Kategorie

Staging System Uberleben, - ECOG-Performance-Status

. L. - Fuhrman-Grad
(UISS-Modell) Progressionsfreiheit

SSIGN-Score RCC-spezifisches - T-, N- und M-Kategorie
- Tumordurchmesser (> oder < 5 cm)

Uberleben postoperativ
- Fuhrman-Grad

- Tumornekrose vorhanden

Leibovich-Score metastasenfreies Uberleben | - T- und N-Kategorie
- Tumordurchmesser (> oder < 10 cm)

postoperativ
- Fuhrman-Grad
- Tumornekrose vorhanden
Kattan- 5-Jahres-progressionsfreies | - T-Kategorie
Nomogramm Uberleben postoperativ - Tumordurchmesser
- Histologischer Subtyp
- Symptome
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2.1.8 Therapie

Die Therapie des Nierenzellkarzinoms ist entsprechend der aktuellen S3-Leitlinie von der
Ausbreitung des Primartumors abhangig, die mithilfe der T-Kategorie des TNM-Stadiums
klassifiziert wird (Tab. 7). Grundséatzlich zu unterscheiden sind Therapieoptionen in einer nicht-
metastasierten Situation im Vergleich zu einem bereits fortgeschritten Krankheitsstadium mit

nachgewiesener Metastasierung.

Tabelle 7: Therapieempfehlung bei Nierenzellkarzinom entsprechend des Tumorstadiums
modifiziert nach [104]

Priméartumor Therapieempfehlung

T1 (lokal) Nierenteilresektion

T2 (lokal) Nierenteilresektion, wenn mdoglich (ansonsten Nephrektomie)
T3 Nephrektomie (+ Lymphadenektomie bei N1)

T4 oder Metastasen Systemtherapie

2.1.8.1 Therapie des nicht-metastasierten Nierenzellkarzinoms

Eine kurative Therapie kann alleine durch eine komplette Resektion des Tumors erfolgen und
wird daher bei allen Patienten mit lokal begrenztem, resektablen Nierenzellkarzinomen
empfohlen [104]. Als mdgliche Folgen einer Nephrektomie werden eine chronische
Niereninsuffizienz, die damit einhergehende erhthte kardiovaskulare Mortalitat sowie ein
verkirztes Uberleben diskutiert [57,84,119,153,158]. Um diese Risiken gering zu halten, ist
eine organerhaltende Nierenteilresektion immer einer Nephrektomie vorzuziehen, wenn dies
technisch maglich ist [104]. Sowohl die Nephrektomie als auch die Nierenteilresektion kbnnen
entweder laparoskopisch oder offen-chirurgisch durchgefihrt werden. Bezlglich des
Uberlebens konnte kein Unterschied zwischen den OP-Verfahren festgestellt werden. Als
Vorteile der Laparoskopie werden jedoch ein geringerer Blutverlust, kiirzere Hospitalisierungs-
und Genesungszeiten, sowie ein niedrigerer Analgetikabedarf im Vergleich zur offen-
chirurgischen Technik aufgefuihrt [76]. Ein laparoskopisches OP-Verfahren stellt daher bei
ausreichender Erfahrung des Operateurs eine Alternative zur offen-chirurgischen Operation
dar [104]. Eine evidenzbasierte Empfehlung einer roboter-assistierten Operation kann derzeit
noch nicht ausgesprochen werden [8].

Bei kleinen Nierentumoren (= SRM, small renal masses) mit einer Groél3e von weniger als 4
cm kann die Option der aktiven Uberwachung (,Active Surveillance“) gewahlt werden, wenn
eine operative Therapie durch den Patient oder die Patientin nicht gewiinscht wird [104]. Diese

Option besteht bisher nur fiir ein ausgewahltes Patientenkollektiv, wie beispielsweise fir
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Patienten mit weiteren Komorbiditaten, einem hohen Lebensalter oder einer bereits verkiirzten
Lebenserwartung [104]. Die aktive Uberwachung beim Nierenzellkarzinom stellt keinen
letztlich  kurativen Therapieansatz dar [104]. Die Uberwachung erfolgt beim
Nierenzellkarzinom lediglich Uber das Wachstum und die Tumorgréf3e, da ein reprasentativer
Tumormarker bisher fehlt [104].

Bei Patienten mit kleinen Nierentumoren und bereits vorhandenen Komorbiditdten oder
eingeschrankter Lebenserwartung besteht ebenfalls die Moglichkeit, die Tumormasse durch
Radiofrequenz- oder Kryoablation zu reduzieren [104]. Einen kurativen Therapieansatz stellt
diese Option allerdings ebenfalls nicht dar. Vor der Ablationstherapie soll eine Tumorbiopsie

erfolgen, da diese Therapieoption nur bei malignen Tumoren indiziert ist [104].

2.1.8.2. Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms

Eine kurative Therapie des Nierenzellkarzinoms kann nur durch die komplette Exzision des
Tumorgewebes erzielt werden, daher bedeutet ein metastasiertes Stadium der Krankheit
meist eine palliative Situation [10]. Im Falle einzelner Metastasen kann eine chirurgische
Entfernung weiterhin das Outcome verbessern, die komplette Exzision der Metastasen
bedeutet ein verbessertes Uberleben [38,39].

Sobald die Metastasierung so weit fortgeschritten ist, dass keine kurative Therapie durch eine
zytoreduktive Therapie mehr angestrebt werden kann, wird eine systemische Therapie
verabreicht [10]. Das Nierenzellkarzinom ist fast komplett resistent gegentiber den gelaufigen
Formen der Chemotherapie, die molekularen Mechanismen dieser Resistenz sind Bestandteil
aktueller Forschung [5,22,104]. Bis Anfang der 2000er Jahre bestand die Therapie des
Nierenzellkarzinoms daher aus der Zytokingabe von Interleukin-2 (IL-2) und Interferon alpha
(IFN-a), womit auch ein verbessertes Uberleben erzielt werden konnte [51,182]. Da das
Ansprechen auf eine alleinige Gabe von IL-2 und IFN-a allerdings nur 15-25% betrug, wird
derzeit laut der aktuellen Leitlinie eine alleinige Zytokintherapie nicht mehr empfohlen
[104,144].

Mit der Einflihrung einer systemischen Therapie, anfanglich zun&chst bestehend aus
Tyrosinkinaseinhibitoren oder mTOR-Inhibitoren, spater ergéanzt durch Checkpointinhibitoren
oder einer Kombination der Substanzen, konnte eine weitere Verbesserung des Outcomes
erzielt werden (Tab. 8) [125,155].
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Tabelle 8: Zugelassene Medikamentenklassen fiir die Therapie des Nierenzellkarzinoms (Ubersicht)

Medikamentenklasse Substanzen

Tyrosinkinaseinhibitoren Sorafenib
Sunitinib
Pazopanib
AXxitinib
Lenvatinib
Cabozantinib

Tivozanib

Checkpointinhibitoren Pembrolizumab (PD-1-Inhibitor)
Nivolumab (PD-1-Inhibitor)
Ipilimumab (CTLA-4-Inhibitor)

MTOR-Inhibitoren Everolimus

Temsirolimus

anti-VEGF-Antikorper Bevacizumab
Zytokine Interleukin-2 (IL-2)
Interferon alpha (IFN-a)

2.1.8.3 Zugrundeliegende molekulare Mechanismen der systemischen Therapie

Bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen liegt in 50 bis 82% der Falle eine Mutation des Von-
Hippel-Lindau-Gens vor (VHL) [12,56,128]. Eine VHL-Mutation fuhrt dazu, dass der Hypoxia-
inducible-Factor (HIF-1a und HIF-2a) akkumuliert. Physiologisch wird HIF durch einen E3-
Ligase-Komplex mithilfe des VHL-Genprodukts, dem Protein pVHL, ubiquitiniert und damit fur
den proteasomalen Abbau markiert [91]. Durch das Fehlen des pVHL-Substrats wird HIF nicht
mehr ubiquitiniert und daher nicht abgebaut.

HIF wirkt als Transkriptionsfaktor an Genen, die eine Adaption an akute oder chronische
Hypoxie-Zustédnde der Zellen méglich machen [91]. Die VHL-Mutation fuhrt somit zu
autonomen Veranderungen der Tumorzellen in Bezug auf die Zellproliferation

und -differenzierung, sowie einer gesteigerten Angiogenese (Abb. 3) [91].
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Abbildung 3: Hypoxia-inducible Factor (HIF)-regulierte Prozesse
modifiziert nach [91]
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Die Akkumulation von HIF begnstigt eine Uberexpression von Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) und Plateled Derived Growth Factor (PDGF), sodass im Tumorgewebe eine
Neoangiogenese gefordert wird, obwohl dort Normoxie herrscht (Abb. 4) [134]. Dieser
molekulare Mechanismus erklart die makroskopische Hypervaskularisation bei klarzelligen
Nierenzellkarzinomen [83]. Aufgrund der Aktivierung von Erythropoietin durch den
Transkriptionsfaktor HIF wird auch die Erythropoese gesteigert [91,148].

Zusatzlich werden auch Gene aktiviert, die fur den Glukosestoffwechsel der Zellen und die
Glukoseaufnahme zustandig sind, wie Glukosetransporter, und Gene fir die anaerobe
Glykolyse, wie Pyruvatkinase und Laktatdehydrogenase [148]. So kann das Uberleben der
Tumorzellen verbessert werden.

Bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen wirkt sich eine VHL-Mutation auch auf die Apoptose der
Tumorzellen aus [91]. Fir Zellen mit einem Verlust der VHL-Funktion konnte gezeigt werden,
dass sie resistenter gegen eine Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)-vermittelte Zytotoxizitat sind,
als Zellen, bei denen das VHL-Gen intakt ist [24].
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Abbildung 4: Uberexpression von VEGF und PDGF durch Akkumulation von HIF
modifiziert nach [75]
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Im Organismus aller Saugetiere gibt es verschiedene Signalwege, die durch Mechanistic
Target of Rapamycin (mTOR) reguliert werden [99,169]. Dazu zahlen beispielsweise die
Proliferation, das Wachstum und das Uberleben von Zellen [99,169,175]. mTOR hat auch eine
Funktion in der Aktivierung des Hypoxia-inducible factos HIF-1a in Tumorzellen und
beeinflusst so die Neoangiogenese [85]. Die mTOR-Regulation ist vom N&hrstoffangebot und
weiteren Umwelteinfliissen abhangig, sodass Saugetiere auf unterschiedliche Gegebenheiten
reagieren konnen [99].

Die meisten Tumorzellen nutzen den Mechanismus der Immunevasion, um einer gezielten
Apoptoseinduktion durch korpereigene Immunzellen zu entgehen [97]. Aktivierte T-Zellen
exprimieren auf ihrer Oberflache den Programmed-Cell-Death-Receptor 1 (PD-1), der zur
Induktion der Apoptose bei anderen Zellen dient. Physiologisch kann an den PD-1-Rezeptor
ein Ligand (Programmed-Cell-Death-Receptor-Ligand 1 (PD-L1)) binden, der die Aktivitat der
T-Zellen herunterreguliert und so eine tberschieRende Immunantwort verhindert [48,93].
Tumorzellen prasentieren tber den Major Histocompatibility Complex (MHC) tumorspezifische
Antigene auf ihrer Zelloberflache, die von aktivierten T-Zellen erkannt werden kénnen [105].
Wenn die T-Zellen tumorassoziierte Antigene gebunden und prozessiert haben, kann dies zu
einer antitumoralen Immunantwort der T-Zellen fihren. Durch Freisetzung von zytotoxischen
Mediatoren kann bei der Tumorzelle eine Apoptose induziert werden.

Fur Tumorzellen konnte gezeigt werden, dass sie vermehrt PD-L1 auf ihrer Oberflache
exprimieren [181]. Indem sie an den Programmed-Cell-Death-Receptor 1 (PD-1) der
Immunzellen binden, wird eine antitumorale Antwort der T-Zellen verhindert [139,160]. Diese
Interaktion bewirkt physiologisch eine Herunterregulierung der T-Zell-Aktivitat, sodass die

korpereigene Immunabwehr geschwacht ist [23,93].
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2.1.8.4 Wirkungsweise der systemischen Therapie

Abbildung 5: VHL-Inaktivierung beim klarzelligen Nierenzellkarzinom und Bedeutung fiir systemische Therapie
modifiziert nach [83]
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Durch Rezeptor-Tyrosinkinasen werden Pathways reguliert, die einen Einfluss auf die

L

Proliferation, das Uberleben, die Migration und die vaskulare Permeabilitat von Zellen haben
(Abb. 5, Abb. 6) [58]. Anti-angiogenetische Medikamente wie Tyrosinkinaseinhibitoren und
anti-VEGF-Antikérper hemmen die Bildung von neuen tumorversorgenden Blutgefafen,
sodass das Tumorwachstum aufgrund fehlender N&hrstoffe stagniert (Abb. 6) [19,26]. Platelet-
derived growth factor receptor (PDGFR) fungiert als Wachstumsfaktor, durch die Blockade des
PDGFR wird somit auch das Wachstum und die Proliferation der Tumorzellen selbst gehemmt
[74]. Das gleiche Prinzip gilt fir den Fibroblast-derived growth factor receptor (FGFR), der
ebenfalls das Wachstum und die Proliferation der Zellen positiv beeinflusst und durch
Tyrosinkinaseinhibitoren in seiner Funktion gehemmt wird [131]. Folglich wird letztlich auch
das Tumorzellwachstum inhibiert.

Fur den VEGF-Antikérper Bevacizumab konnte auch gezeigt werden, dass er direkte Effekte
auf die Tumorzellen selbst hat und zur verstarkten Apoptose der Tumorzellen fuhrt (Abb. 7)
[151,171].
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Sunitinib als Tyrosinkinaseinhibitor hat ebenfalls einen Einfluss auf das Tumorzelliberleben
und die Proliferation: Bei Zelllinien eines humanen Nebennierenrindenkarzinoms senkt
Sunitinib die Zellviabilitat und die Proliferation, wahrend die Apoptoserate gesteigert wird
[52,151].

Abbildung 6: Signaltransduktion von Tyrosinkinase-regulierten Prozessen
modifiziert nach [58]

® ®)

Vascular Migration
permeability gra

Vascular

Proliferation
permeability

| Migration | Survival ll

Sowohl Temsirolimus als auch Everolimus bilden mit dem intrazelluléar vorliegenden Protein
FKBP12 einen Komplex, der mTOR bindet (Abb. 7) [29,95,152]. Wenn mTOR im Komplex
gebunden ist, kann es seiner Funktion als Serin-Threonin-Kinase nicht mehr nachkommen,
die ein Teil des Downstream-Pathways von PI3-/Akt ist [146,175]. Durch die fehlende
Translation zellzyklusregulierender Proteine bleibt die Zelle in der G1-Phase des Zellzyklus
stehen [69,120]. Zusatzlich zur Proliferations- und Wachstumshemmung hat die mTOR-
Blockade auch einen Effekt auf die Produktion von angiogeneseregulierenden Proteinen,
sodass eine Hemmung von mTOR auch einen inhibierenden Effekt auf die Angiogenese hat
[133].

Die so genannten Checkpointinhibitoren blockieren wahlweise entweder PD-1 oder PD-L1,
sodass die T-Zellen weiter aktiv bleiben und die Tumorzellen durch das Immunsystem
eliminiert werden kénnen [97]. Die Blockade des Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Protein
4 (CTLA-4) auf Tumorzellen erzielt den gleichen Effekt wie die Blockade des PD-1-Rezeptors
und steigert die kdrpereigene Tumorabwehr [101,176].
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Abbildung 7: Angriffspunkte der systemischen Therapie
modifiziert nach [30]
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2.1.8.5 Therapieschemata

Die systemische Therapie des Nierenzellkarzinoms ist von der individuellen
Risikokonstellation der Patienten abhangig. Fur die Risikobewertung gibt es verschiedene
Modelle, das gelaufigste ist allerdings die Risikobewertung nach MSKCC (Tab. 9) [104,124].

Tabelle 9: Evaluation des individuellen Risikoprofils anhand der Motzer-Kriterien (MSKCC-Score)
modifiziert nach [77,104,124]

Risikofaktoren Grenzwert

Karnofsky Performance Status <80 %

LDH > 1,5 Uber dem Normwert
Hamoglobin unter dem Normwert
Erhohtes korrigiertes Serumkalzium > 10 mg/dl

Zeitraum von der Erstdiagnose bis Beginn | < 1 Jahr

der systemischen Therapie
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Risikoprofil Anzahl der Risikofaktoren
Niedrig 0
Intermediar 1-2
Unglnstig ab 3

Entsprechend der Evaluation des Risikoprofils erfolgt dann die systemische Therapie (Tab. 10

+11).

Tabelle 10: Systemtherapieoptionen gemaR Risikoprofil in der Erstlinientherapie des Nierenzellkarzinoms
modifiziert nach [103]

Risikoprofil Standardempfehlung Option
Cabozantinib + Nivolumab Bevazizumab + IFN
o Pembrolizumab + Axitinib Pazopanib
Niedrig . . L
Pembrolizumab + Lenvatinib Sunitinib
Avelumab + Axitinib Tivozanib
Cabozantinib + Nivolumab Cabozantinib
Ipilimumab + Nivolumab Sunitinib
Intermediar Pembrolizumab + Axitinib Pazopanib
Pembrolizumab + Lenvatinib Tivozanib
Avelumab + Axitinib Bevazizumab + IFN
Cabozantinib + Nivolumab .
. _ Cabozantinib
Ipilimumab + Nivolumab o
_ _ o Sunitinib
Ungunstig Pembrolizumab + Axitinib o
) o Temsirolimus
Pembrolizumab + Lenvatinib .
o Pazopanib
Avelumab + Axitinib

Tabelle 11: Systemtherapieoptionen geméf3 Vortherapie in der Zweitlinientherapie des Nierenzellkarzinoms
modifiziert nach [104]

Vortherapie Standardempfehlung Option
Cabozantinib Lenvatinib + Everolimus
VEGF/R-Inhibitor _ _
Nivolumab Alternativ anderer TKI
Checkpointinhibitor - TKI-basierte Therapie
Kombination CPI/TKI - TKl-basierte Therapie
o TKI
Temsirolimus -
Nivolumab
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2.1.9 Spezifische Wirkung von Pazopanib

Pazopanib ist ein Tyrosinkinaseinhibitor, der im Jahr 2010 von der Européischen
Arzneimittelagentur (EMA) fiur die Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms
zugelassen wurde. Oral eingenommen hemmt Pazopanib die Angiogenese in Tumorgewebe
Uber eine Wirkung an mehreren pro-angiogenetischen Pathways (Abb. 8) [156]. Pazopanib
inhibiert den Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR) Typ 1 bis 3, den Platelet
Derived Growth Factor Receptor (PDGFR) Typ a und B, sowie den Stammzellrezeptor c-KIT

[154].

Abbildung 8: Anti-angiogenetische Medikamente und ihre Zielstrukturen
modifiziert nach [9]
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PDGFR ist als hauptséchlich parakrin agierender Wachstumsfaktor in Signalwege involviert,
die die Zellproliferation, -differenzierung und -migration stimulieren [6]. Analog dazu bewirkt
eine Aktivierung der durch VEGFR regulierten Signalwege das Wachstum und die Migration
von Endothelzellen, sowie ein verbessertes Uberleben bereits existierender Endothelzellen
[78]. Eine Hemmung der beiden Tyrosinkinasen durch Pazopanib fuhrt daher zu einer

verminderten Proliferation und Migration der Tumorzellen, sowie zu einem verringerten

Tumorzelltberleben.
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Als Proto-Onkogen ist der Stammrellrezeptors ¢-KIT (CD117) fur die Entwicklung und das
Uberleben von Zellen zustandig, indem es den Stat5-P13Akt-Signalweg aktiviert (Abb. 9)
[36,177].

Nach Bindung des Stammzellfaktors kann der Rezeptor-Liganden-Komplex durch
Autophosphorylierung eine Signaltransduktionskette stimulieren, die zur Differenzierung und
Proliferation von Mastzellen fuhrt und anti-apoptotische Effekte auf die Zellen hat [36,96].
Zusatzlich tragt c-KIT zum Stammzell-Erhalt und zur Stammzell-Differenzierung bei [1,130].
Eine Blockade von c-KIT fiihrt daher ebenfalls zu einem verminderten Zelliiberleben, einer
geringeren Zellproliferation und abnehmender Migration und Invasion.

Abbildung 9: Rolle von ¢-KIT in der Signaltransduktion und Hemmung durch TKIs
modifiziert nach [1]
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2.1.10 Entwicklung einer Therapieresistenz unter Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren

Bei der Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren kommt es bei quasi allen Patienten nach einem
Median von 6 bis 15 Monaten zur Entwicklung einer Medikamentenresistenz [16,19,143]. Die
zugrundeliegenden Mechanismen der Resistenzentwicklung gegen Tyrosinkinaseinhibitoren
sind Bestandteil aktueller Forschung und Thema dieser Promotionsarbeit. Grundsatzlich kann
bei der Therapieresistenz eines Tumors in adaptive und intrinsische Resistenzmechanismen

unterschieden werden [16,116].
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Eine Mdglichkeit zur Erklarung der Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren ist das Umgehen
der anti-angiogenetischen Effekte, auch als ,Angiogenic Switch“ bezeichnet [20]. Indem
alternative proangiogenetische Pathways vermehrt aktiviert werden, kann die Sauerstoff- und
Nahrstoffversorgung des Tumors weiterhin gewahrleistet werden [9,25]. Die spezifische
Hemmung eines einzelnen Pathways durch die TKIs erfolgt zwar weiterhin, der anti-
angiogenetische Effekt ist allerdings langfristig nur sehr niedrig. Hinzu kommt, dass eine
Resistenz gegen TKiIs transient ist: Nachdem das Medikament fiir 12 Wochen abgesetzt
worden ist, erreichen Tumorzellen in der Zellkultur wieder die urspringliche Sensibilitat gegen
TKiIs [59,60].

Als weitere Moglichkeit gilt die verringerte Wirksamkeit der Tyrosinkinaseinhibitoren durch eine
Aufnahme und Sequestration der TKls [59,116]. Indem Lysosomen resistenter
Nierenzellkarzinome die TKls aufnehmen, wird der Wirkstoff intrazelluldar in Tumorzellen
deutlich erhdht [59,60]. Die Wirkstoffkonzentration ist damit intrazellular etwa 10 bis 30 mal so
hoch, wéhrend sie im Plasma deutlich verringert ist [59].

Alternativ. wird auch die Mikroumgebung des Tumors als Ursache fir eine
Resistenzentwicklung diskutiert. Aufgrund der anti-angiogenetischen Therapie herrscht im
Tumorgewebe aus Mangel an tumorversorgenden Blutgefal3en eine Hypoxie. Dies fuhrt zu
einem Anstieg von Progenitorzellen aus dem Knochenmark (Englisch: bone marrow-derived
cells = BMDC), die die Neovaskularisation des Tumorgewebes vorantreiben kdnnen [9,149].
Durch eine erhdhte Dichte von Perizyten um tumorversorgende BlutgefalRe kann die Stabilitat
und Funktion bereits existierender Blutgefal3e verbessert werden, sodass sie von einer anti-
angiogenetischen Therapie weniger stark beeintrachtigt werden [15,116]. Tumorgefalie, die
von weniger Perizyten umhillt sind, zeigen eine starkere Einschréankung durch eine anti-
angiogenetische Therapie [15]. Durch das ,Perizyten-Recruitment® kann die Vaskularisation
des Tumors trotz VEGF-Blockade aufrechterhalten werden [15,16].

Eine weitere Erklarung fur die Entwicklung einer Resistenz ist die Hochregulation anderer
Pathways oder Proteine, um die Blockade der Rezeptortyrosinkinasen zu umgehen [143]. Die
durch VEGFR und PDFGR stimulierten Signalwege fiir Proliferation, Migration und Uberleben
der Tumorzellen werden zusétzlich auch durch andere Proteine und Signalwege angesteuert.
Indem diese alternativen Pathways vermehrt stimuliert werden, kann die funktionelle VEGFR-
und PDGFR-Blockade umgangen, und die hemmenden Effekte auf die Tumorzellproliferation,
-migration und das Tumorzelliiberleben abgemildert oder aufgehoben werden [25].
Mutationen in den Endothelzellen als Ursache einer Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren
werden dahingegen als eher unwahrscheinlich erachtet [143]. Die primare Zielstruktur der
TKls, der VEGF-Rezeptor, wird auf allen Tumorendothelzellen exprimiert. Eine Mutation
misste im VEGFR-Gen jeder Endothelzelle vorliegen, um eine Resistenz der gesamten

Tumormasse hervorzurufen, was fast ausgeschlossen ist [143].
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2.2 Extrazellulare Vesikel

2.2.1 Aufbau und Synthese von extrazellularen Vesikeln

Extrazellulare Vesikel sind Partikel mit einer Gréf3e von 30 bis 5000 nm, die sowohl von
kérpereigenen als auch von Tumorzellen zur interzellularen Kommunikation sezerniert werden
[79,166]. Der Begriff extrazellulare Vesikel umfasst die grof3en extrazellularen Vesikel (150 bis
5000 nm), die auch als Mikrovesikel oder large extracellular vesicles (large EVs) bezeichnet
werden, und die kleinen extrazellularen Vesikel (30 bis 150 nm), die auch als Exosomen oder
small extracellular vesicles (small EVs) bezeichnet werden [137]. In dieser Arbeit wird der
Begriff Exosomen verwendet, um kleine extrazelluldare Vesikel mit einer charakteristischen

GrofRRe von 30 bis 150 nm zu beschreiben.

Exosomen werden aktiv gebildet und durch das endosomale System prozessiert, wohingegen
Mikrovesikel durch Abschnirungen der Plasmamembran entstehen (Abb. 10) [166].

Frihe Endosomen werden auch als multivesikulare Koérper (Englisch: multivesicular Body,
MVB) oder multivesikulare Endosomen (MVE) bezeichnet [166]. Wahrend der Reifung der
MVEs werden Teile der MVE-Membran nach innen abgeschnirt, sodass so genannte
intraluminale Vesikel (ILV) entstehen [108,137]. Nach Reifung der MVEs werden bei
Verschmelzung der MVE-Membran mit der Zellmembran die ILVs, dann Exosomen genannt,
aus der Zelle freigesetzt. Im Falle einer Verschmelzung des reifen MVEs mit einem Lysosom

kommt es zur Destruktion des MVEs und der enthaltenen ILVs [3].

Abbildung 10: Synthese und Sekretion von Exosomen
modifiziert nach [137]
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Fur die Synthese von Exosomen sind zwei Prozesse essentiell. Bestandteile dieser Prozesse
dienen als so genannte exosomale Marker zur Identifizierung oder Definition von Exosomen
[3]. Dazu zé&hlen die Tetraspanine CD9 und CD63 sowie das Protein Alix [89,168].

Alix verbindet verschiedene Bestandteile eines Komplexes, der fiir das Ausknospen der EV-
Membran zustandig ist [3]. Von diesem Komplex, der endosomal sorting complex required for
transport (ESCRT), gibt es verschiedene Untergruppen, die priméar das Abschniiren der EV-
Membran (ESCRT | und Il) oder das Fertigstellen der Abschniirung (ESCRT Ill) antreiben. Alix
verbindet ESCRT | und Il mit ESCRT Il und stellt somit ein Marker flir Exosomen dar.
Tetraspanine bestehen aus jeweils vier Transmembranproteinen, die durch variable
Bindeglieder miteinander verbunden sind [3]. Die Variabilitat der Bindeglieder definiert
spezifische Interaktionen zwischen Proteinen, die fir das Ausknospen der IVL-Membran
zustandig sind. Auf der Membran der Endosomen gibt es Regionen, die eine hohe Dichte an
Tetraspaninen besitzen und daher tetraspanin enriched microdomains (TEM) genannt werden.
Durch die TEMs werden Proteine, die fur die IVL-Knospung gebraucht werden, mithilfe der
Protein-Protein-Interaktionen organisiert. Zwei wichtige Tetraspanine fur die Synthese von

IVLs sind CD9 und CD63, die daher als exosomale Marker dienen kdnnen.

Exosomen werden umhillt von einer Doppellipidschicht und kdnnen eine Vielzahl an
Proteinen, Lipiden, Kohlenhydraten und Nucleins&duren beinhalten (Abb. 11) [178].

Beispiele fur haufig vertretene exosomale Proteine sind Alix, TSG101, Hitzeschockproteine
wie HSP70, Proteinkinasen und G-Proteine, die Tetraspanine CD9, CD63, CD81 und
Oberflachenantigene der Klasse MHC | und 1l [117]. Enzyme aus dem Zellstoffwechsel, wie
GAPDH, sind ebenfalls in den Exosomen zu finden [117].

Lipide spiegeln generell die Lipidkomposition der Ausgangszelle wieder, wobei einige Lipide
jeweils vermehrt in Exosomen zu finden sind [2]. Fur Glycosphingolipide, Spingomyelin,
Cholesterin und Phosphatidylserin konnte gezeigt werden, dass sie in Exosomen angereichert
sind [110].

In geringen Anteilen enthalten Exosomen DNA, wie genomische und mitochondriale DNA
[2,64,170]. Der Grof3teil der Nucleinséduren in Exosomen stellen allerdings kleine RNAs dar
[2]. Dazu z&hlen messenger RNA (mMRNA), micro RNA (miRNA), ribosomale RNA (rRNA),
lange und kurze non-coding RNA, transfer-RNA-Fragmente (tRNA), piwi-interacting RNA,
vault RNA und Y RNA [2]. Im Vergleich zu der Gesamt-RNA der Exosomen stellen miRNA und
tRNA-Fragmente anteilig etwa 15% dar [14,178]. Die Menge der enthaltenen RNA in

Exosomen ist von der Ursprungszelle abhangig [178].
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Abbildung 11: Aufbau und Zusammensetzung von Exosomen
modifiziert nach [108]
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Die Aufnahme von Exosomen in eine Empféangerzelle kann tber verschiedene Mechanismen
erfolgen (Abb. 12) [166]. Abhangig von unterschiedlichen Oberflachenantigenen der
Exosomen koénnen sie in die Zelle aufgenommen werden oder an der Oberflache der Zelle
anhaften bleiben [166]. M6gliche Mechanismen zur Aufnahme von Exosomen in die Zelle sind
Clathrin-abhangige Endozytose oder Clathrin-unabhangige Endozytoseformen, wie
Makropinozytose, Phagozytose, oder Endozytose mittels Caveolae oder Lipid Rafts
[2,43,126,159,166].

Im Rahmen der Clathrin-abhangigen Endozytose verformen Clathrin-umhiilite Vesikel die
Zellmembran, die dann nach intrazellular aussprosst, reift und sich von der Zellmembran 16st
[126]. Die Clathrin-ummantelten Vesikel werden dann durch Uncoating von Clathrin gelést und
fusionieren mit dem Endosom, wo der Inhalt der Vesikel freigegeben wird [94,126].

Bei der Phagozytose wird eine Rho-GTPase-vermittelte Signalkaskade aktiviert, die Aktin
dazu stimuliert sich an der Zelloberflache abzusammeln [34,67]. Das Aktin bildet dann
Ausstllpungen der Zellmembran, die die Exosomen faustschlussartig umhullen und in die
Zelle aufnehmen [34].

Eine Aufnahme von Exosomen durch Makropinozytose wird ebenfalls durch eine Rho-
GTPase-vermittelte Signalkaskade gesteuert [34]. Hier werden die Exosomen allerdings nicht
durch die Ausstllpungen der Zellmembran umfasst, sondern durch eine grof3e Aktin-
vermittelte Ausbuchtung der Zellmembran bedeckt, die Uber den Exosomen zusammenfallt
und sie so einschliel3t [166]. Die Ausstllpung der Zellmembran fusioniert dann mit der
Zellmembran, um ein endozytotisches Vesikel zu bilden, mit dem gréRere Mengen an

Exosomen aufgenommen werden kénnen.
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Abbildung 12: Aufnahme von Exosomen in die Empféngerzelle
modifiziert nach [166]
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Caveolae sind kleine Invaginationen der Zellmembran, die mit dem Protein Caveolin
ausgekleidet sind [34]. Caveolin ist essentiell fir die Ausbildung der Caveolae: Durch

Oligomerisation des Caveolins wird die Bildung von Caveolin-angereicherten Rafts der

Zellmembran angeregt [40]. Nach einer Aktivierung der Caveolae werden die
Membraninvaginationen zusammen mit den enthaltenen Vesikeln in die Zelle aufgenommen
[34,126].

Lipid Rafts sind spezielle Regionen der Zellmembran mit einer verdnderten

Phospholipidzusammensetzung [126]. Clathrin-unabhéngige Endozytose ist von Cholesterin
abhangig, sodass in den Bereichen der Caveolae und Lipid Rafts Cholesterin angereichert ist
[126]. Rafts kdnnen in den Membraninvaginationen gefunden werden, die durch Caveolin oder
das Protein Flotillin gebildet werden. Flotillin vermittelt eine Caveolin- und Clathrin-
unabhangige Endozytose [55,126].

Die

Empféangerzellen freigesetzt.

in den Exosomen enthaltenen Komponenten werden nach Aufnahme in die

2.2.2 Funktionen von extrazellularen Vesikeln

Exosomen spiegeln einen Teil der Zelle wieder, aus der sie sezerniert wurden und sind in allen
Korperflissigkeiten, wie Blut, Urin, Speichel, Aszites, Liquor und Muttermilch nachweisbar
[108,168]. Sie konnen Proteine, Lipide, DNA, mRNA und nicht-kodierende Nucleinséduren, wie
mMiRNA, transportieren [168,178]. Der Inhalt der Exosomen ist dabei nicht nur vom Zelltyp,

sondern auch vom Ursprung der Zelle abhéngig [44,92]. Im Gegensatz zu der friheren
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Hypothese, extrazellulare Vesikel wiirden nur dazu dienen, fehlgefaltete Proteine und weiteren
Zellschrott aus den Zellen zu beférdern, wurden den EVs in den letzten Jahren zahlreiche
Funktionen zugeschrieben [168].

Extrazellulare Vesikel dienen der Zell-Zell-Kommunikation. Dies funktioniert Uber einen
Transport von Molekilen innerhalb der Vesikel, die die Physiologie einer Zelle beeinflussen
kénnen [108,168]. Das Ausmall und die Bedeutung der Zell-Zell-Kommunikation Uber
exosomalen Transport wird derzeit noch ausgiebig erforscht und diskutiert.

Eine mogliche Bedeutung der exosomalen interzellularen Kommunikation ist die
Immunregulation. Beispielsweise wurde eine Expression des Programmed Cell Death
Receptor-Liganden 1 (PD-L1) auf Exosomen eines Melanoms nachgewiesen, was zu einer
Immunsuppression im Sinne einer verminderten T-Zell-Reaktion auf Tumorzellen fuhren kann
[27].

Zusatzlich kann durch Transport von RNA in Exosomen die Produktion von Proteinen in
Empfangerzellen moduliert werden, Uber eine spezifische Rezeptor-Liganden-Bindung kann
so auch ein gezielter Transport erfolgen [162]. Die hohe Spezifitdt der Rezeptor-Liganden-
Interaktion kénnte auch eine Kommunikation zwischen Zellen erméglichen, die im Korper weit
voneinander entfernt liegen [168].

Die erhéhte Konzentration von miRNAs in Exosomen im Vergleich zur miRNA-Konzentration
der Ursprungszelle lasst auf eine gezielte Verpackung von miRNA in Exosomen schlie3en
[162]. In Kombination mit einer spezifischen Ansteuerung der Zielzellen tber Rezeptor-
Liganden-Interaktion kann so die Genexpression aller Zielzellen in einem kurzen Zeitraum

geadndert werden [168].

2.2.3 Rolle von extrazellularen Vesikeln bei der Entwicklung einer Therapieresistenz

Die Verschickung von miRNAs mittels Exosomen wird auch als Mdoglichkeit zur
Resistenzentwicklung gegen Chemotherapien diskutiert [11].

Der Mechanismus des interzellularen Austauschs (ber Exosomen kann von
medikamentenresistenten Tumorzellen moglicherweise auch genutzt werden, um die z.T.
genetische Information der Resistenz an andere Tumorzellen weiterzugeben [35]. Durch den
exosomalen Transport von Proteinen wie dem P-Glykoprotein, die bei Resistenzmechanismen
eine Rolle spielen, kann die Therapieresistenz weitergegeben werden. Der Transport von P-
Glykoprotein in  Exosomen wurde beispielsweise bei medikamentenresistenten
Mammakarzinom-Zellen nachgewiesen [114].

Medikamentenresistente Tumorzellen kénnen Uber die Verpackung von Chemotherapeutika
in so genannte tumor-derived exosomes (TDE) die Wirkstoffkonzentration im Tumorgewebe
erheblich senken [145].
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Fur das Mammakarzinom wurde ebenfalls nachgewiesen, dass Exosomen, die von
Tamoxifen-resistenten  Tumorzellen sezerniert wurden, bei Tumorzellen eine
Chemotherapieresistenz verstarken konnen [172].

In Bezug auf das Nierenzellkarzihnom konnte fiir die Resistenz gegen den
Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib gezeigt werden, dass eine Therapieresistenz Giber lange nicht-
kodierende RNA (IncRNA) vermittelt wird (Abb. 13) [140].

Die IncRNA, in diesem Fall IncARSR (IncRNA Activated in RCC with Sunitinib Resistance)
genannt, wird in Sunitinib-resistenten Zellen im Vergleich zu Sunitinib-sensitiven Zellen
vermehrt gefunden. Uber eine kompetitive Bindung der miRNA-34 und miRNA-449 werden
AXL/c-MET hochreguliert, was zu einer konsekutiven Aktivierung der STAT3, AKT, und ERK-
Signalwege fiihrt. Diese Signalwege fordern das Wachstum, das Uberleben und die
Stoffwechselfunktionen von Tumorzellen [7,118]. Es wurde nachgewiesen, dass die Resistenz

Uber exosomalen Transport von INCARSR auf sensitive Zellen Ubertragen werden kann [140].

Abbildung 13: Ubertragung der Sunitinib-Resistenz durch exosomalen Transport von INCARSR
modifiziert nach [140]
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3. Zielstellung

Das Nierenzellkarzinom ist eine der zehn haufigsten Tumorerkrankungen in Deutschland [53].
Obwohl der Grof3teil der Neudiagnosen in frihen Tumorstadien gestellt werden, befinden sich
16 bis 20% der erstdiagnostizierten Nierenzellkarzinompatienten bereits im metastasierten
Tumorstadium IV nach UICC [53]. Im Tumorstadium IV ist die Prognose schlecht, die 5-Jahres-
Uberlebensrate fallt von 75% im Tumorstadium Il auf 15 bis 17% im Tumorstadium 1V ab [53].
Eine gezielte systemische Therapie ist daher von enormer Bedeutung fur eine Verbesserung
der Prognose. Leider entwickeln nahezu alle Patienten nach durchschnittlich 6 bis 15 Monaten
eine Therapieresistenz gegen die anti-angiogenetischen Medikamente [143]. Ein dauerhafter

Therapieerfolg konnte deshalb bisher nicht erzielt werden.

Das Ziel dieser Dissertation ist es, zu klaren, ob Exosomen die Resistenz gegen den

Tyrosinkinaseinhibitor Pazopanib vermitteln kénnen.
Dabei sollten folgende Aufgabenstellungen bearbeitet werden:

1. Bestéatigung der Resistenz gegen Pazopanib in der Zelllinie 786-O nach Langzeit-
behandlung

2. Isolation und Charakterisierung der Exosomen von Pazopanib-sensitiven und Pazopanib-
resistenten 786-O-Zellen

3. Nachweis der Aufnahme von Exosomen resistenter 786-O-Zellen in sensitiven Zellen

4. Analyse der Effekte der Exosomen resistenter 786-0-Zellen auf die Zellviabilitat sensitiver

Zellen

Die Ergebnisse dieser Dissertation sollen als Teil eines gro3eren Projekts dazu beitragen, die
Mechanismen der Resistenzentwicklung besser zu verstehen. Zusammen mit den
Ergebnissen drei weiterer Promotionsarbeiten soll die Frage geklart werden, ob eine
Resistenziibertragung Uber Exosomen ein alternativer Mechanismus flir eine
Resistenzentwicklung darstellt. Uber das bessere Verstandnis der Resistenzmechanismen
kann dies auch einen neuen Ansatz fur die Entwicklung von Biomarkern und neuen

therapeutischen Ansatzen darstellen.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Lésungen und Medien fir die Zellkultur

Material Hersteller
DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
RPMI-1640 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Trypsin Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
DPBS Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypanblau-L6sung, 0.4%

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Fetales Kalberserum (FCS)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

Penicillin/Streptomycin

Sigma Aldrich, St.Louis, USA

WST-1 cell proliferation reagent

Roche Life Science, Penzberg,

Deutschland

DMSO Research Grade

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Pazopanib HCI (10 mM in 1 ml DMSO)

Selleckchem, Houston, USA
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4.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Pipettenspitzen

Ultratip
0,1-10 pl, 10 - 200 ul,100 - 1200 pl

Greiner Bio-One, Kremsminster,

Osterreich

Sapphire Filterspitze
10 pl, 200 pl

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,

Osterreich

MultiTray® Ratiolab

Ratiolab, Dreieich, Deutschland

Serologische Pipetten

1ml, 2ml

Corning, New York, USA

5ml, 10 ml, 25 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,

Osterreich

Pasteurpipetten

Disposable Glass Pasteur Pipettes

VWR International, Radnor, USA

230 mm
Disposable Glass Pasteur Pipettes VWR International, Radnor, USA
150 mm
ReaktionsgefalRe Eppendorf Tubes® Eppendorf, Hamburg, Deutschland
0,5ml,1,5ml, 2ml, 5ml
Zentrifugenréhrchen Rundbodenzentrifugenréhrchen Greiner Bio-One, Kremsmunster,

12 ml

Osterreich

CELLSTAR® Zentrifugenréhrchen
mit konischem Boden 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,

Osterreich

Ultrazentrifugenréhrchen

Bottle Polycarbonate, 26,3 ml

Beckman Coulter, Brea, USA

Cap + O-Ring for Polycarbonate
26,3 ml

Beckman Coulter, Brea, USA

Zellkulturflaschen

25 cm?und 75 cm?

CELLSTAR® TC Zellkulturflaschen

mit Filterschraubverschluss

Greiner Bio-One, Kremsmiunster,

Osterreich

Zellkulturflasche

Nunc™ TripleFlask™ Treated Cell

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

500 cm? Culture Flasks USA
Filter Stericup-GP 0,22 pm, 250 ml Merck, Darmstadt, Deutschland
Petrischale Easy Grip Tissue Culture Dish Corning, New York, USA

12-Well-Mikrotiterplatte

Corning® Costar® TC-behandelte

Multiwellplatten

Corning, New York, USA

96-Well-Mikrotiterplatte

Falcon™ Tissue Culture Plate, 96
Well

Corning, New York, USA

Objekttrager

4-Well-Objekttrager

Corning, New York, USA

Spitzen fur Stepper

Combitips® advanced

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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4.1.3 SDS-Page und Immunoblotting

Material Hersteller
Milchpulver Skim Milk Powder for blotting SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
BSA Bovine Serum Albumine Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Tris 10x Tris/Glycine/SDS Biorad, Hercules, USA

Natriumchlorid

Sodium Chloride Tris

electrophoresis grade

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Protease-Inhibitor-Cocktail

cOmplete™-ULTRA-Mini-Tabl.,

Protease-Inhibitor-Cocktail

Roche Life Science, Penzberg,

Deutschland

Marker

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Blotting Membrane PVDF

Serva Fluorobind Membrane
Surface PVDF Pore Size 0,2 pm

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Polyacrylamidgel

Mini PROTEAN TGX Gel 4-15%

Biorad, Hercules, USA

Laufkammer

Biorad Mini-PROTEAN 3 Cell

Biorad, Hercules, USA

Chemolumineszenz

Pierce ECL Western Blotting

Substance

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

4.1.4 Antikorper

Bezeichnung

Hersteller

Primarantikérper

a-CD81 Abcam, Cambridge, GroR3britannien
a-CD63 JSR Life Sciences, Sunnyvale, USA
a-GAPDH Cell Signaling Technology, Danvers, USA
a-Syntenin Abcam, Cambridge, GroR3britannien
a-Axl Cell Signaling Technology, Danvers, USA
a-Met Cell Signaling Technology, Danvers, USA
a-GM130 Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Sekundarantikdrper
a-Mouse Cell Signaling Technology, Danvers, USA
a-Rabbit Cell Signaling Technology, Danvers, USA
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4.1.5 Allgemeine Puffer und Lésungen

Puffer/Losung Reagenz Menge
Lysepuffer TRISpH 7,6 50 mM
1X Tris-Triton-Puffer pH 7.4 NaCl 150 mM
(fur Plasmamembran- und Zytoskelettproteine) CHAPS 1%
SDS 0,1%
Aliquotieren des Lysepuffers und Aufbewahrung bis zur TritonX-100 1%
weiteren Verwendung bei -20°C
10X Protease-Inhibitor-Cocktail Protease-Inhibitor- | 1 Tablette
Cocktail 10 ml
dH-0
Complete Lysis Buffer 1X Tris-Triton 2 ml Lésung
Puffer pH 7.4 180 pl
1X Tris-TritonX- 20 pl
100
10X Protease-
Inhibitor-Cocktail
10X TBsT (Tris buffered Saline Tween 20) | dH>.O 1 Liter
pH 7,6 NaCl 1,5 M 88 ¢
Tris 200 mM, pH 24.2 ¢
7,6 10 ml

Tween 20 Auffillen (finales Volumen 1 Liter)
(dH20)

10X Laufpuffer Tris 250 mM 30,27 g
Glycin 1,9 M 144 ¢g
SDS 1% 10g
dH-0

5% Milch TBsT 100 mi
Skim milk powder |59

5% BSA (Bovine serum albumine) TBsT 100 ml
BSA powder 59

1X Transferpuffer Glycin 39 mM
Tris 48 mM
SDS 0,01%
Methanol 15% 150 ml

1X PBS 0,1% Triton X (PBST) PBS 100 ml
Triton X 100 pl
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1X Blockierpuffer PBST 10 ml
BSA 3% 0,39
Paraformaldehyd 4% in PBS (methanolfrei) 1X PBS 9,6 ml
PFA 0,4 ml
4.1.6 Fluoreszenzmarkierung von Exosomen
Material Hersteller
PKH26 PKH26 Red Fluorescence Cell Sigma Aldrich, St.Louis, USA
Linker Midi Kit for general cell
membrane labeling
Diluent C Diluent C for Membrane Labeling Sigma Aldrich, St.Louis, USA
Phalloidin Phalloidin iFluor488 AAT Bioquest, Sunnyvale, USA

Antibody Diluent

Dako Antibody Diluent

Agilent, Santa Clara, USA

Paraformaldehyd reinst

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dapi VECTASHIELD HardSet Antifade Vector Labs Inc., Burlingame, USA
Mounting Medium with DAPI

Deckglaser High Precision Deckglaser Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
24x60 mm, MEDITE

Zentrifugenréhrchen Pierce™ Protein Concentrator Thermo Fisher Scientific, Waltham,
100k USA

4.1.7 Gerate
Gerat Bezeichnung Hersteller
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Pipettierhilfe Pipetboy INTEGRA Biosciences AG, Zizers,
Schweiz
Absaughilfe Vacusafe, Vacuboy INTEGRA Biosciences AG, Zizers,
Schweiz
Pipetten 2 ul, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, Gilson Inc., Middleton, USA
1000 pl
2 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
1000 pl, 5000 pl
Mehrkanalpipette Transferpette® 20 - 200 ul Brand, Wertheim, Deutschland
Stepper Multipette® Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5804 Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf mini spin plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Ultrazentrifuge

Optima LE-80K Ultrazentrifuge

Beckman Coulter, Brea, USA

Mikroskop

Axiovert S100 Mikroskop

Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Mikrotiterplatten-Lesegerat

Tecan infinite F200 pro

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Zellzahler

Luna Il automated cell counter

Logos Biosystems, Anyang-si,

Siudkorea

Slides fiir Zellzahler

Luna cell counting slides

Logos Biosystems, Anyang-si,
Sudkorea

Brutschrank

Hera Cell Brutschrank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Sterilwerkbank

Hera Safe Sterilwerkbank

Heraeus, Hanau, Deutschland

Einfrierbox Corning® CoolCell™ LX Cell Corning, New York, USA
Freezing Container
Intas Imager ECL Chemocam Imager Intas Science Imaging Instruments
GmbH, Géttingen, Deutschland
Feinwaage VWR Science Education VWR International, Radnor, USA

Laserscanning-Mikroskop

LSM 780

Carl Zeiss AG, Wetzlar, Deutschland

4.2 Methoden

40




4.2.1. Allgemeine Zellkulturmethoden

4.2.1.1 Zelllinie

Die verwendete Zelllinie 786-O wurde auf Basis der Tumorzellen des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms eines 58-jahrigen kaukasischen Mannes etabliert. 786-O zeigt in der
Zellkultur ein adharentes Wachstum und weif3t eine Von-Hippel-Lindau-Mutation (= VHL) vor.
VHL ist eines der wichtigsten Tumorsuppressorgene und bei klarzelligen
Nierenzellkarzinomen oftmals mutiert. Daraus resultiert auch eine Veranderung des Hypoxie-
induzierten Faktors sowie des VEGF-Rezeptors bei 786-0-Zellen. Die Zellen wurden fiir die
Dauer des Experiments kontinuierlich mit DMEM und RPMI-1640 im Verhéltnis 1:1 und 10%
fetalem Kalberserum kultiviert.

Die unbehandelten Zellen werden im Folgenden als 786-OWT (Wildtyp) bezeichnet.

4.2.1.2 Etablierung der Pazopanib-resistenten Zellen

Um bei der Zelllinie 786-O eine Resistenz gegen den Tyrosinkinaseinhibitor Pazopanib zu
induzieren, wurden 786-O-Zellen durch die Arbeitsgruppe von Dr.rer.nat. Bozhena
Vynnytska-Myronovska Uber eine Dauer von 3 Monaten mit Pazopanib in einer Konzentration
von 14 uM behandelt. Die Uberwachung der Zellviabilitat erfolgte regelmaRig alle 2 bis 3
Wochen sowohl durch Zellzdhlung als auch mit WST-1-Assays. Nach Ablauf der 3 Monate
erfolgte ein Wash-Out, wéhrenddessen die Zellen nicht mehr chronisch mit Pazopanib
behandelt wurden. Auch hier erfolgte die Uberwachung der Zellviabilitat weiterhin alle 2 bis 3
Wochen. Die Pazopanib-resistenten Zellen werden im Folgenden als 786-O°R bezeichnet. Bei
der Planung und Durchfiihrung der Experimente wurde darauf geachtet, dass 786-O"" und
786-OPR parallel jeweils die gleiche Passage hatten, um Effekte durch Zellalterung zu
minimieren.

Zu Beginn der Experimente wurden sowohl Zellen von 786-O%T als auch von 786-OFR
vermehrt, um einen Vorrat an 786-O-Zellen anzulegen (= Zellstock). Bei 95-prozentiger
Konfluenz der 25 cm?-Zellkulturflaschen wurden die Zellen eingefroren. So konnte
sichergestellt werden, dass fur alle Experimente Zellen dhnlicher Passage verwendet werden
kdnnen, um eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse gewahrleisten zu kdnnen.

Fir jedes Experiment wurden Zellen der Passage 57 aufgetaut und dann fiir einige Wochen
kultiviert, sodass die Zellen sich von den Effekten der Kryokonservierung regenerieren
konnten. Alle Experimente wurden innerhalb der Passagen 61 bis 68 durchgefiuihrt.
Sobald die Experimente beendet waren und die Zellen in ihrer Passage zu hoch waren,

wurden die Zellkulturflaschen verworfen und neue Zellen aus dem Zellstock aufgetaut.
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4.2.1.3 Subkultivieren adharenter Zellen in der Zellkultur

Abhangig von der Wachstumsflache der Zellkulturflaschen wurden unterschiedliche Volumina
verwendet (Tab. 12).

Tabelle 12: Verwendete Volumina je nach Wachstumsflache

25 cm? 75 cm? 500 cm?
PBS 4 mi 5ml 20 ml
Trypsin 2ml 2ml 15 mi
Resuspension mit 3ml 5ml 30 ml
DMEM/RPMI +10% FCS
Zellzahlung 3ml 5ml 10 mi
Endvolumen 4,5 ml 12 ml 80 ml
Stock 1 (finale Konz. 14uM) 630 ul 1680 ul 11200 pl

Sobald die Zellen eine Konfluenz von 90-95% erreicht hatten, wurde das verbrauchte Medium
mit einer Glaspasteurpipette abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, um Zelldetritus
und Reste des Zellkulturmediums zu entfernen. AnschlieRend wurde das PBS ebenfalls mit
einer Glaspasteurpipette abgesaugt und Trypsin auf die Zellen gegeben, um die adharent
wachsenden Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu l6sen. Die Zellkulturflaschen wurden
dann bei 37°C und 5% CO: fir 10 bis 15 Minuten inkubiert, bis die Zellen sich komplett vom
Flaschenboden geldst hatten. Die Reaktion des Trypsins wurde durch Zugabe von
Zellkulturmedium DMEM/RPMI +10% FCS gestoppt und die Zellen in ein 12 ml-
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde fur 3 Minuten bei 1100 g
zentrifugiert, um abgestorbene Zellen und Zellreste zu entfernen. Nach dem
Zentrifugationsschritt wurde der Zellkulturiiberstand mit einer Glaspipette abgesaugt, das
Zellpellet verblieb am Boden des Zentrifugenréhrchens. Die Zellen wurden mit DMEM/RPMI
+10% FCS resuspendiert und anschlieRend eine Zellzahlung durchgefiihrt. Bei 786-O“Twurde
die entsprechende Menge Zellkulturmedium in die Zellkulturflaschen gegeben (Tab. 13) und
dann die berechnete Menge Zellsuspension in das vorgelegte Medium pipettiert. Bei 786-OPR
musste aufgrund der gleichbleibenden Medikamentenkonzentration von 14 pM das
Endvolumen ohne Medikament jeweils genau 3870 ul betragen (bei 25 cm?). Die Menge an

Zellkulturmedium wurde wie folgt berechnet:

3870 ul - berechnete Menge Zellsuspension [ul] = Menge an Zellkulturmedium [ul]

42



Die berechnete Menge an Zellkulturmedium wurde dann in die Zellkulturflaschen vorgelegt.
Nach dreimaliger Resuspension zur Durchmischung der Zellen wurde die berechnete Menge
Zellsuspension ebenfalls in die Zellkulturflaschen pipettiert. 3 Stunden nach Aussaat der Zellen
in die neuen Zellkulturflaschen wurde jeweils 630 pl Pazopanib-Stock 1 in die Flaschen
gegeben, sodass das Endvolumen exakt 4500 ul (= 4,5 ml) und die finale Konzentration von
Pazopanib 14 uyM entsprach (Tab. 13).

Tabelle 13: Verwendete Volumina fur Medium/Pazopanib Stock 1 je nach Wachstumsflache

25 cm? 75 cm? 500 cm?
Medium + 3870 pl 10 320 pl 68800 pl
Zellsuspension
Pazopanib Stock 1 630 pl 1680 pl 11200 pl
Endvolumen 4500 pl 12000 pl 80000 ul

4.2.1.4 Kryokonservierung adharenter Zellen

Die Zellen wurden zunachst aus der Zellkulturflasche gel6st. Die Zellsuspension wurde bei
1100 g fiur 3 Minuten zentrifugiert und das alte Medium abgesaugt. Das Zellpellet wurde dann
zugig mit 2 ml DMSO resuspendiert, direkt in ein Kryogefal tberfihrt und umgehend auf Eis
gestellt. Um die Zellen schonend einzufrieren wurde eine Einfrierbox verwendet. Die Proben
wurden dann bei -80°C eingefroren und bis zur weiteren Verwendung gelagert. Um gleiche
Bedingungen fir Experimente zu schaffen, wurden sowohl 786-O%T als auch 786-O°R zu
Beginn der Arbeitsphase in der Zellkultur vermehrt und dann in regelmaRigen Abstanden bei
-80°C eingefroren. Sobald die Zellen eine hohe Passagezahl erreicht hatten, wurden neue

Zellen aufgetaut.

4.2.1.5 Auftauen adharenter Zellen

Um die Zellen schonend aufzutauen, wurden 9 ml DMEM/RPMI +10% FCS in ein
Zentrifugenréhrchen pipettiert. Mit einer gestopften Pasteurpipette wurde die angetaute
Zellsuspension abgenommen und in das Zellkulturmedium pipettiert, um die zelltoxische
Wirkung des DMSOs abzumildern. Wenn das gesamte Zellpellet aufgetaut und in das
Zellkulturmedium Uberfuhrt wurde, erfolgte ein Zentrifugationsschritt fir 3 Minuten bei 1100 g.
Der Uberstand wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und das Zellpellet mit 5 ml
DMEM/RPMI +10% FCS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde dann wiederholt fir
3 Minuten bei 1100 g zentrifugiert, um mdgliche Uberreste des DMSOs auszuwaschen.

AnschlieRend an den zweiten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand mit einer
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ungestopften Pasteurpipette abgesaugt und das Zellpellet erneut mit 3 ml DMEM/RPMI +10%
FCS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde, entsprechend der Wachstumsflache der
Zellen, vor der Kryokonservierung in eine Zellkulturflasche der GréRe 25 cm? oder 75 cm?
ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte ein Medienwechsel. Die Gabe von Pazopanib bei
chronisch behandelten 786-OR-Zellen erfolgte auch am Tag nach dem Auftauen mit dem

Medienwechsel.

4.2.1.6 Zellzdhlung

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 ul Trypanblau
(Verdinnung 1:1) in ein 0,5-ml-Eppendorf-Tube gegeben und durch mehrmaliges Pipettieren
vermischt. Trypanblau wird als Farbstoff nicht von lebenden Zellen aufgenommen, da der
Farbstoff die intakte Zellmembran nicht passieren kann. Deshalb sind letztlich nur tote Zellen
gefarbt. Mit dieser Farbausschlussmethode kann dann die Zellzahl bestimmt werden.

Nach Mischung der Zellen mit Trypanblau wurden 10 ul der gefarbten Zellsuspension in ein
Luna Cell Counting Slide pipettiert und die Zellen mithilfe des LUNA-II™ Automated Cell
Counter gezéhlt. Anhand der Zellzahl wurde dann die Verdinnung berechnet, die benétigt
wurde, um die vorher etablierte Zellzahl fir die jeweiligen Wachstumsflachen aussaen zu

kénnen. Das Volumen der bendétigten Zellsuspension wurde anhand folgender Formel

berechnet:
Konzentration lebender Zellen [Lzlahl] X Resuspensionsvolumen [ml]
benotigte Zellsuspension [ml] = m
. . Zellzahl
gewilinschte Konzentration [T]

4.2.1.7 WST-1-Assay

Mithilfe des WST-1-Assays kann die Zellviabilitdt photometrisch bestimmt werden.
WST (Englisch: water soluble tetrazolium) ist ein Salz, das durch einen enzymatischen
Komplex in der Atmungskette lebender Zellen zu Formazan umgesetzt wird. Der
Farbumschlag des schwachroten WST in das dunkelrote Formazan kann dann in einem
Photometer bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen und anschlielend ausgewertet
werden. Je hoher die Zellviabilitdt der untersuchten Probe war, desto starker war der
Farbumschlag und umso starker auch die gemessene Absorption.

WST-1-Assays wurden verwendet, um den Effekt einer Behandlung mit Pazopanib 14 uM
sowohl auf 786-O"T als auch auf 786-OPR-Zellen zu untersuchen. Dazu wurden fir jede, zu
untersuchende Gruppe je 3 technische Replikate der Zelllinie in eine 96-Well-Platte ausgesat.
Die 3 technischen Replikate wurden dann flr 72 Stunden entweder mit Pazopanib 14 uM oder

mit DMSO in der gleichen Konzentration behandelt.
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Nach Ablauf der 72 Stunden wurde der Zellkulturiiberstand abgeschiittet und mit einer
Multipipette jeweils 100 ul DMEM/RPMI + 10% WST-1 in alle Wells pipettiert, in die auch Zellen
ausgesat wurden. Zusatzlich wurde in eine Spalte, in der keine Zellen ausgesét wurden, auch
jeweils 100 yl DMEM/RPMI + 10% WST-1 pipettiert, um den Leerwert der Platte bestimmen
zu kdnnen (= Blank). Die Platte wurde fur 60 Minuten bei 37°C und 5% CO; inkubiert, dann
erfolgte die erste photometrische Messung der Absorption mithilfe des TECAN-Readers.
Sobald die erste Messung beendet war, wurde die Platte erneut fur weitere 30 Minuten
inkubiert, sodass insgesamt 90 Minuten nach Zugabe des WST-1 die zweite photometrische

Messung erfolgen konnte.

4.2.1.8 Etablierung der LC-50

Um die Konzentration von Pazopanib zu bestimmen, bei der die Zellviabilitat von 786-O"T 50%
betragt, wurde ein Zellviabilitatsassay durchgefuhrt.

Dazu wurden 2 verschiedene 96-Well-Platten verwendet, in die jeweils biologische Replikate
von 786-O"T und 786-OPR ausgesat wurden. Zuerst wurde mit einer Multipipette in jedes Well
am Rand der Platte je 200 yl PBS pipettiert. Dann wurde ebenfalls mit einer Multipipette je
100 pl Zellkulturmedium in diejenigen Wells pipettiert, in die Zellen von 786-O"T und 786-OFR
ausgesat werden sollten. Die jeweiligen Zelllinien wurden aus den Zellkulturflaschen gelost
und dann die Menge an Zellsuspension berechnet, die nétig war, um in jedes Well 1102 Zellen
aussaen zu kénnen. Anschliel3end wurde mit einer Multipipette jeweils 100 ul Zellsuspension
pro Well pipettiert und die 96-Well-Platte bei 37°C und 5% CO- flr 24 Stunden inkubiert. Nach
24 Stunden wurde mit einer Multikanalpipette aus jedem Well jeweils 100 pl
Zellkulturiiberstand abgenommen, der abgenommene Uberstand wurde verworfen.

Um die dosisabh@ngigen Effekte von Pazopanib auf die Zellen zu untersuchen, wurden 786-
O-Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von Pazopanib fir eine Dauer von 72 Stunden
behandelt. Nach Abnahme von jeweils 100 ul Zellkulturiiberstand pro Well wurde mit einer
Multipipette jeweils 100 pl unterschiedlicher Pazopanib-Konzentrationen in die
entsprechenden Wells pipettiert und die Platte erneut bei 37°C und 5% CO» inkubiert
(Tab. 14).

Tabelle 14: Verwendete Pazopanib-Konzentrationen und deren Zusammensetzung

CTR-DMSO | Paz7pM | Paz 14 pM | Paz 18 yM | Paz 22 uM

Medium 2490 pl 2150 pl 1800 I 1600 pl 1400 pl
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DMSO-Stock 10 pl - - - -

Pazopanib-Stock 1 - 350 pl 700 pl 900 pl 1100 pl

Die Zusammensetzungen der unterschiedlichen Pazopanib-Konzentrationen wurden unter
Verwendung der unten genannten Formeln berechnet. Nach Abnahme von jeweils 100 ul des
Zellkulturiberstands verbleiben 100 pl Zellkulturmedium in jedem Well. Bei Zugabe von
100 pl Pazopanib-Losung wird das Medikament verdiinnt, da sich bereits ein bestimmtes
Volumen an Zellkulturmedium im Well befindet. Dieser Verdinnungseffekt wird in der Formel
bertcksichtigt, indem man die benétigte Konzentration verdoppelt. Durch die Mischung von
100 pl Zellkulturmedium in den Wells mit 100 uyl Pazopanib-Stock wird so die finale gewiinschte
Konzentration erreicht.

Um Pipettierfehler gering zu halten, wurde jeweils 2500 pl der unterschiedlich konzentrierten
Pazopanib-Lésungen angesetzt. Die verwendeten Konzentrationen umfassten sowohl die
bisher verwendete Konzentration in der Langzeitkultur (14 uM), sowie eine niedrigere und
jeweils zwei hohere Konzentrationen. Die Konzentration der verwendeten DMSO-Kontrolle
entsprach der niedrigsten verwendeten Pazopanib-Konzentration (7 uM).

Die bendtigte Menge des Pazopanib-Stock 1 fiir jede Konzentration wurde entsprechend

folgender Formel berechnet:

(bendtigte Konzentration [uM] x 2) x 2500 ul
Konzentration Pazopanib — Stock 1 [uM]

Pazopanib — Stock 1 [ml] =

Hierbei ist zu bertcksichtigen, dass die Konzentration des Pazopanib-Stock 1 100 uM betragt.
Die zu verwendende Menge des Zellkulturmediums wurde anhand folgender Formel

berechnet:

Zellkulturmedium [ml] = 2500 ul — Pazopanib — Stock 1 [ml]

Entsprechend der Berechnungen wurden dann die verschiedenen Pazopanib-
Konzentrationen und die DMSO-Kontrolle angesetzt und mithilfe einer Multipette jeweils
100 pl pro Well pipettiert (Abb. 14).

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden bei 37°C und 5% CO; wurde ein WST-1-Assay
durchgeflhrt.
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Abbildung 14: Belegung der 96-Well-Platte (Etablierung der LC50)

DMSO Paz Paz Paz Paz
7 M 14 pM 18 uM 22 uM

786-0 WT

786-O WT

786-O WT

786-0 Paz

786-0 Paz

786-0 Paz

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel. Um aus den gemessenen
Absorptionswerten die Zellviabilitat zu berechnen, wurden zwei Standardisierungen
verwendet. Zuerst wurde der Mittelwert der Absorption der 3 technischen Replikate berechnet.
Die erste Standardisierung betrachtete die mit Pazopanib behandelten Zellen jeweils im

Vergleich zur DMSO-Kontrollgruppe.

Mittelwert Absorption von Pazopanib—behandelten Zellen
Mittelwert Absorption von DMSO—behandelten Zellen

% Zellviabilitat (DMSO) =

Die zweite Standardisierung betrachtete die mit Pazopanib behandelten Zellen jeweils im
Vergleich zu 786-O“'-Zellen, die nur mit DMSO 14 uM behandelt worden waren.

Mittelwert Absorption von Pazopanib—behandelten Zellen
Mittelwert Absorption von DMSO—behandelten WT—Zellen

% Zellviabilitit (WT-DMSO) =
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4.2.2. Exosomenisolation

4.2.2.1 Zellkultur

Die Exosomen wurden aus dem Zellkulturiberstand von 786-OW“T und 786-OFR isoliert.
An Tag 1 wurden jeweils 3+10° Zellen in eine Zellkulturflasche mit einer Wachstumsflache von
500 cm? ausgesat. Sobald die Zellen eine Konfluenz von etwa 40% erreicht hatten
(bei 786-OVT an Tag 4, bei 786-OFR an Tag 5), wurde das normale DMEM/RPMI +10% FCS
abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden dann drei Mal mit jeweils 25 ml PBS
gewaschen, um Zelldetritus und Reste des Zellkulturmediums zu entfernen. Anschlie3end
wurde jeweils 80 ml DMEM/RPMI +10% Exosomen-depletiertes FCS in die Zellkulturflasche
gegeben und die Zellen fir 72 Stunden bei 37°C und 5% CO- inkubiert, bis sie eine Konfluenz

von etwa 95-100% erreicht hatten.

4.2.2.2 Herstellung des Exosomen-depletierten fetalen Kélberserums (FCS)

Fur die Herstellung des Exosomen-depletierten FCS wurde das fetale Kalberserum in jeweils
acht Ultrazentrifugenréhrchen abgefillt und fir 24 Stunden bei 100.000 g zentrifugiert. Das
dabei entstandene Pellet aus extrazellularen Vesikeln, Lipoproteinen und anderen
Serumbestandteilen des fetalen Kalberserums wurde verworfen. Mithilfe eines Sterifilter-
Systems wurde das zentrifugierte und nun Exosomen-depletierte FCS gefiltert, um einer
Verunreinigung durch Bakterien vorzubeugen. Filtriertes ED-FCS wurde dann in 50 ml-
Zentrifugenréhrchen abgefullt und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
Durch die Verwendung des Exosomen-depletierten FCS zur Kultivierung der Zellen fir die
Exosomenisolation konnte sichergestellt werden, dass in der finalen Exosomenprobe
ausschlie3lich Exosomen enthalten waren, die von 786-O-Zellen produziert wurden. So wurde
der Einfluss von Exosomen fremden Ursprungs auf die Resistenzibertragung minimal

gehalten.

4.2.2.3 Differentielle Zentrifugation

Nach 72 Stunden Inkubationszeit wurde der Zellkulturiiberstand in 6 verschiedene 50 ml-
Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und bei 4°C fir 20 Minuten bei 2000 g zentrifugiert, um tote
Zellen und Zelliiberreste aus dem Zellkulturiiberstand zu entfernen. Der einmalig zentrifugierte
Zellkulturiberstand wurde dann in 6 neue 50 ml-Zentrifugenréhrchen Gberfiihrt, das Pellet aus

Zelldetritus wurde verworfen.
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Im Anschluss erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt bei 4°C fur 30 Minuten bei 15.000 g,
um das Zellkulturmedium weiter zu reinigen und auch kleinere Zellbestandteile, die beim
ersten Zentrifugationsschritt nicht entfernt wurden, aus dem Medium zu beseitigen.

Nach dem zweiten Zentrifugationsschritt wurde der Zellkulturiiberstand dann in neue 50 mi-
Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt, der Zelldetritus wurde abermals verworfen. Das Medium, nun
von Zelldetritus gereinigt, wurde dann bis zur Weiterverwendung bei 4°C aufbewahrt.

Fur funktionelle Assays wurde das Zellkulturmedium vor der Ultrazentrifugation durch ein

Sterilfilter-System gefiltert, um bakterieller Verunreinigung vorzubeugen.

4.2.2.4 Ultrazentrifugation

Um die Exosomen aus dem bereits zentrifugierten Zellkulturiiberstand zu isolieren, wurden
jeweils 8 Ultrazentrifugenréhrchen pro Zentrifugationsschritt beflllt. Alle R6hrchen mussten
dabei bis auf eine Nachkommastelle das gleiche Gewicht haben (56,0 g). Zur
Ultrazentrifugation wurde die Ultrazentrifuge Optima LE-80K von Beckman Coulter in
Kombination mit einem Rotor des Typs Ti70 verwendet. Die Zentrifugation erfolgte fur
90 Minuten bei 40.000 g und einer Temperatur von 4°C. Anschlie@end wurde der
Zellkulturiberstand abgegossen und verworfen. Die Exosomenpellets der einzelnen Réhrchen
wurden mit je 1000 ul PBS resuspendiert und in einem neuen Rohrchen vereint. Das fehlende
Volumen wurde mit PBS aufgefillt und die Probe dann erneut bei 4°C fir 90 Minuten bei
40.000 g zentrifugiert. Der PBS-Uberstand wurde abgegossen und verworfen und das
Exosomenpellet anschliel3end erneut resuspendiert.

Fur funktionelle Assays und die Experimente zur Uberprifung der Resistenzibertragung
wurde das Pellet mit 100 yl PBS resuspendiert, um die Funktion und die Form der Exosomen
zu erhalten.

Dahingegen wurde fir die Exosomencharakterisierung mittels Immunoblot das Pellet mit 50 pl

Lysatpuffer resuspendiert, um die Exosomen in die Proteinbestandteile aufzulésen.

4.2.3. Exosomencharakterisierung

Die isolierten Exosomen sowie die zugehdrigen Zellen wurden auf das Vorhandensein
typischer exosomaler Marker untersucht. Zusatzlich wurde auf die Expression typischer
zellularer Marker getestet, um eine Aussage Uber eine mdgliche Kontamination der
Exosomenprobe treffen zu kdonnen. So konnte sichergestellt werden, dass durch die
Ultrazentrifugation Exosomen eines hohen Reinheitsgrads isoliert wurden.

Um die Proteine der Exosomen sowie der Zellen ihrer GrofRe nach aufzutrennen, wurde eine

SDS-Page entsprechend etablierter Protokolle durchgefiihrt. Der Transfer der
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elektrophoretisch aufgetrennten Proteine auf eine Membran erfolgte mittels Western Blot,

sodass die Proteine anschlief3end durch Chemolumineszenz detektiert werden konnten.

4.2.3.1 Vorbereitung der Proben

Um die exosomalen Proteine zu lysieren, wurde im letzten Schritt der Exosomenisolation das
Exosomenpellet mit 50 ul Lysierungspuffer mit Proteaseinhibitoren resuspendiert und fir
30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach 30 Minuten Inkubationszeit wurde die Probe fur 5 Minuten
bei 20.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaR
Uberfuihrt und zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren. Das abzentrifugierte Pellet
wurde verworfen.

Fur die Herstellung des Zelllysats wurden die zugehérigen Zellen abgeldst und drei Mal mit
PBS gewaschen. Die Zellpellets wurden dann, wie die Exosomenpellets, mit 50 ul Lysepuffer
fir 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend ebenfalls fir 5 Minuten bei 20.000 g und

4°C zentrifugiert.

Um die quantitative Proteinmenge der Lysatproben zu bestimmen, wurde ein Pierce™ BCA
Protein Assay [Thermo Fisher Scientific] nach Herstellerangaben durchgefihrt.

Mithilfe des BCA-Assays kann die Proteinkonzentration in einer Probe bestimmt werden. BCA
steht als Abkirzung fur Bicinchoninsaure (Englisch: Bicinchoninic Acid). Im BCA-Assay
reagieren die Proteine der Probe mit zweiwertigen Kupferionen zu einwertigen Kupferionen.
Die entstandenen einwertigen Kupferionen reagieren mit Bicinchoninsaure und bilden einen
violetten Farbstoff, dessen Absorption anschliel3end photometrisch gemessen wird. Zunéchst
wird die Absorption mehrerer Proben mit einer bekannten, vorher definierten
Proteinkonzentration gemessen. Anhand der Messergebnisse der bekannten
Proteinkonzentrationen kann mithilfe der graphischen Darstellung der Absorptionsmessungen
eine Geradengleichung erstellt werden. Durch Einsetzen des Messergebnisses der zu
bestimmenden Probe kann dann letztendlich die Proteinkonzentration berechnet werden.
Entsprechend der Ergebnisse des BCA-Assays wurde dann das Exosomen- sowie das
Zelllysat mit Lammli-Puffer im Verhdltnis 3:1 gemischt. Lammli-Puffer setzt sich zusammen
aus 25 mM Tris, 192 mM Glycin, Beta-Mercaptoethanol, Bromphenolblau und 0,1%m/V SDS.
SDS (Englisch: sodium dodecyl sulfacte: Natriumdodecylsulfat) ist ein anionisches Tensid, das
die Proteine der Exosomenlysatprobe aufbrechen kann und dafur sorgt, dass die Bindungen
zwischen den einzelnen Aminosduren gespalten werden. Die Proteine verlieren dadurch ihre
Sekundar- und Tertidrstruktur und liegen dann in anndhernd linearer Form vor, sodass eine
Auftrennung nach ihrer Grof3e leichter vonstatten geht. Das SDS fiihrt zusétzlich noch dazu,
dass die Proteine negativ geladen werden und so in der Elektrophorese zum positiv geladenen

Pol (Anode) wandern. Beta-Mercaptoethanol spaltet die in Proteinen vorhandenen
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Disulfidbriicken und tragt so auch dazu bei, die Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine
aufzulésen. Glycin sorgt als Bestandteil des Puffers dafir, dass die Proteinproben eine hdohere
Dichte bekommen und sich so beim Beladen des Polyacrylamidgels nicht auflosen oder
weggeschwemmt werden. Tris stabilisiert den pH-Wert der Proteinproben, sodass die Proben
einerseits langer haltbar sind und andererseits vor enzymatischen Proteasereaktionen
geschitzt sind, die die Auftrennung der Proteine verfalschen kdnnten. Das Bromphenolblau
dient als Farbung dazu, den Verlauf der Proteine im Polyacrylamidgel nachverfolgen zu

kdénnen.

Die Lysatproben mit Lammli-Puffer im Verhéltnis 3:1 wurden dann fir 5 Minuten bei 95°C im
Thermoblock erhitzt, um die Proteine weiter zu denaturieren. Falls die Elektrophorese am
selben Tag erfolgte, wurden die Proben nach Ablauf der 5 Minuten auf Eis gestellt. Ansonsten

wurden sie bis zur weiteren Verwendung in Aliquots von jeweils 10 ug bei -80°C eingefroren.

4.2.3.2 SDS-PAGE

SDS-PAGE steht als Abkirzung fir ,sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis“ und dient der elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen in einem
elektrischen Feld entsprechend ihrer Gréi3e.

Fur diese elektrophoretische Auftrennung der Proteine wurde ein Mini-PROTEAN TGX Gel
4 — 15 % von Biorad verwendet. Das Gel wurde nach Herstellerangaben vorbereitet und in die
Elektrophoresekammer eingespannt. Die Kammer wurde dann mit Laufpuffer gefillt, bis das
Gel komplett bedeckt war.

Der vorgefarbte Protein-Marker PageRular™ von Thermo Scientific wurde jeweils in die erste
Tasche des Gels pipettiert, um die Grol3e der aufgetrennten Proteine abschéatzen zu kénnen.
Um einen gleichmagiigen elektrischen Widerstand zu gewahrleisten, wurden immer alle
Taschen des Gels beladen. Dann wurde die Elektrophorese gestartet und lief zunéchst ftr 30
Minuten bei 70 V und 50 mA. Nach Ablauf der 30 Minuten wurde die Spannung fiir zwei weitere
Stunden auf 120 V erhoht. Die SDS-Page wurde beendet, sobald der 15 kDa-Marker des

PageRular™ den unteren Rand des Polyacrylamidgels erreicht hatte.

4.2.3.3 Immunoblotting
Um die aufgetrennten Proteine im Polyacrylamidgel auf eine Membran zu Ubertragen und

sichtbar zu machen, wurde anschlielend an die SDS-Page ein Immunoblot (Semi-Dry-
Methode) durchgeflhrt.
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Wahrend der Elektrophorese wurde die Membran fir das sich anschlieBende Blotting aktiviert.
Die verwendete PVDF-Membran wurde zuerst fir 1 Minute in Methanol geschwenkt, danach
mit Aqua dest. gewaschen und dann bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur in

Transferpuffer auf dem Shaker inkubiert.

Auf die Anode des Blotters wurden zwei Lagen Whatman-Papier gelegt und mit Transferpuffer
getrankt. Die aktivierte PVDF-Membran wurde aus dem Transferpuffer herausgenommen und
auf das nasse Whatman-Papier platziert. Sobald die Elektrophorese abgeschlossen war,
wurde das Polyacrylamidgel nach Herstellerangaben aus dem Plastikrahmen herausgelost
und passgenau auf die aktivierte PVDF-Membran gelegt. Das Gel wurde dann mit 2 weiteren
Lagen nassem Whatman-Papier abgedeckt, um die PVDF-Membran fiir die gesamte Dauer
des Blottens feucht zu halten. Uberschiissiger Transferpuffer wurde von der Anode
abgewischt, sodass der angelegte Strom ausschlie3lich durch das Papier, das Gel und die
Membran wandert. Nach Anlage der Kathode wurden dann die Elektroden angeschlossen.
Das Blotting erfolgte bei einem konstanten Strom von 120 mA, einer maximalen Spannung

von 30 V und einer maximalen Leistung von 50 W fir eine Stunde.

4.2.3.4 Antikdrperdetektion

Nach Ablauf des Proteintransfers auf die PVDF-Membran wurde die Membran zweimalig fur
20 Minuten mit TBsT gewaschen, um Uberreste des Transferpuffers zu entfernen. Das
Polyacrylamidgel und das Whatmann-Papier wurden verworfen.

AnschlieRend an die Waschschritte wurde die Membran fiir eine Stunde bei Raumtemperatur
mit 5% BSA oder 5% Milch auf dem Shaker inkubiert, um unspezifische Antikdérperbindung zu

vermeiden.

Sobald die Membran blockiert war, konnten die zu untersuchenden Primarantikdrper auf die
Membran gegeben werden (Tab. 15). Entsprechend des Molekulargewichts der Antikorper
wurde die PVDF-Membran in mehrere Teile geschnitten, um 3 bis maximal 4 Antikérper
gleichzeitig untersuchen zu kénnen. Nach Zugabe des Primarantikdrpers auf die Membran

erfolgte eine Inkubation Uber Nacht bei 4°C.
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Tabelle 15: Verwendete Antikdrper

Antikorper Molekulargewicht Verdinnung Verdinnung in
CD81 (Mouse) 25 kDa 1:1000 5% BSA
CD63 (Mouse) 28 — 35 kDa 1:1000 5% Milch

Syntenin (Rabbit) 32 kDa 1:1000 5% BSA
Ax| (Rabbit) 138 kDa 1:1000 5% BSA
Met (Mouse) 145 kDa 1:1000
GAPDH (Rabbit) 37 kDa 1:1000 5% Milch
GM130 (Rabbit) 130 kDa 1:1000
anti-Mouse-1gG 1:2000 entsprechend des
HRP-linked Antibody Primarantikorpers
anti-Rabbit-1lgG 1:2000 entsprechend des
HRP-linked Antibody Primarantikorpers

Am néchsten Tag wurden die Primarantikérper mit einer 5 ml Eppendorf Pipette abgenommen
und zur erneuten Verwendung bei -20°C eingefroren. Die PVYDF-Membran wurde drei Mal fir
jeweils 10 Minuten mit TBST gewaschen, um Ruckstande des Primarantikorpers zu entfernen.
Entsprechend der verwendeten Primarantikorper wurden in dieser Zeit die Sekundarantikrper
im Verhaltnis 1:2000 angesetzt. Dazu wurden jeweils 3000 yl 5% BSA oder 5% Milch mit
1,5 ul anti-Mouse- oder anti-Rabbit-Antikdrpern versetzt. Alle verwendeten Antikérper wurden
dauerhaft auf Eis aufbewahrt, um die Stabilitat der Antikdrper sicherstellen zu kénnen. Nach
dem letzten Waschschritt mit TBsT wurden dann die vorbereiteten Sekundarantikérper auf die
PVDF-Membran gegeben und fir 90 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Shaker inkubiert.
Nach 90 Minuten wurde der Sekundéarantikorper abgenommen und verworfen und die
Membran erneut 3-mal fur jeweils 10 Minuten mit TBST gewaschen, um mégliche Riickstande
des Sekundarantikérpers zu entfernen.

Die Detektion der Antikérper erfolgte unter Verwendung der Pierce ECL Western Blotting
Substrate mittels Chemolumineszenz. ECL steht als Abklirzung fur Enhanced
Chemoluminescence. Bei der Reaktion von ECL entstehen so genannte Acridinium-Ester, die
mit Peroxiden reagieren. Diese Reaktion wird durch das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP,
Englisch: Horseradish Peroxidase) katalysiert und produziert ein starkes chemoluminescentes
Signal, was mithilfe einer speziellen Bildgebung detektiert werden kann.

Die Bilder wurden mithilfe des Intas Imager aufgenommen und ausgewertet.
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4.2.4. Nanopatrticle Tracking Analysis (NTA)

Mithilfe der NTA-Messung wurde die Grol3e der isolierten Vesikel bestimmt. So konnte
sichergestellt werden, dass die isolierten Vesikel den in der Literatur gangigen
Grolienangaben von 30 — 150 nm entsprechen. Das Prinzip der Nanoparticle Tracking
Analysis beruht auf der Brownschen Molekularbewegung der Exosomen. Diese
Eigenbewegung der Teilchen wird fir jedes einzelne Teilchen mithilfe eines
Computerprogramms visualisiert und verfolgt. Aus den gewonnenen Daten wird dann durch
das Computerprogramm die GroRRe jedes einzelnen Partikels und eine GroRenverteilung
berechnet. Die Messungen fiir die NTA wurden sowohl von Exosomen aus 786-O"" als auch
von Exosomen aus 786-O°R angefertigt. Dazu wurden die Exosomen isoliert und dann mit 100
pl PBS resuspendiert. Die entsprechende Probe wurde dann jeweils 1:100 und 1:500 in PBS

verdinnt und anschlieRend gemessen.

4.2.5. Uberpriifung der Resistenziibertragung

Um zu Uberprifen, ob Exosomen eine Resistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren induzieren
kénnen, wurde mit den isolierten Exosomen ein funktionelles Assay durchgefihrt.

An Tag 1 wurden jeweils 1,4+10* 786-O"T -Zellen in 6 Wells einer 12-Well-Platte ausgesat
(Abb. 15). Um Kontamination durch fetale Exosomen aus dem Kalberserum zu vermeiden,
wurde auch hierzu DMEM/RPMI +10% ED-FCS verwendet. Bei der Exosomenisolation wurde
darauf geachtet, stets steril zu arbeiten um auch die Gefahr einer bakteriellen Kontamination
der Zellen nach Exosomenbehandlung moglichst gering zu halten. Zur weiteren
Kontaminationsprophylaxe wurde das Zellkulturmedium mit 1% Penicillin/Streptomycin

versetzt.

Abbildung 15: Belegung der 12-Well-Platte

786-0 WT 786-0 WT
1,4+10* Zellen 1,4+10% Zellen
786-0 WT 786-O WT
1,4+10* Zellen 1,4+10% Zellen
786-0 WT 786-O WT
1,4+10* Zellen 1,4+10% Zellen
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An Tag 2 und Tag 3 erfolgte jeweils die Stimulation der 786-O"'-Zellen mit den isolierten
Exosomen (Abb. 16). Dabei wurden jeweils 2 Wells mit Exosomen, die von 786-O"T stammen,
behandelt, 2 weitere Wells wurden mit Exosomen, die von 786-OPR stammen, behandelt.
Um auch dosisabhangige Effekte zu untersuchen, wurden die Zellen jeweils mit 8 yg/ml und
mit 20 pg/ml stimuliert. Zur Kontrolle wurden zwei Wells jeweils PBS in der gleichen maximalen
Konzentration verabreicht. An Tag 3 erfolgte zusatzlich eine Auffrischung des
Zellkulturmediums, indem zunachst jeweils 300 pl des verbrauchten Mediums abgenommen
und verworfen wurden. Anschlielend wurde das abgenommene Volumen mit frischem

Zellkulturmedium ersetzt.

Abbildung 16: Stimulation der 12-Well-Platte mit Exosomen

786-O WT 786-O WT
786-O WT 786-O WT
WT Exo 8 pg/ml WT Exo 20 pg/ml
786-O WT 786-0 WT
Paz Exo 8 pg/ml Paz Exo 20 pg/ml

An Tag 4 hatten die Zellen durchschnittlich eine Konfluenz von 85-90% erreicht. Die Zellen
wurden aus der 12-Well-Platte geltést und die Zellzahl mithilfe des Luna Automated Cell
Counters bestimmt. AnschlieRend wurden jeweils 1+10°Zellen in eine 96-Well-Platte ausgesat
(Abb. 17). Als weitere Referenz wurden 786-OFR-Zellen, die vorher nicht mit Exosomen
stimuliert worden waren, ebenfalls in die 96-Well-Platte ausgesat. Circa eine halbe Stunde
nach Aussaen der Zellen wurden die vorher behandelten Zellen erneut mit Exosomen in der

gleichen Konzentration wie zuvor stimuliert und dann fir 24 Stunden inkubiert.
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Abbildung 17: Belegung der 96-Well-Platte (Funktionelle Assays)

DMSO Pazopanib 14 uM

786-0 WT
'WT Exo 8 pg/ml

786-0 WT
WT Exo 20 pg/ml

786-0 WT
Paz Exo 8 pg/ml

786-0 WT
Paz Exo 20 pg/ml

An Tag 5 erfolgte nach 24 Stunden Inkubationszeit die Medikamentengabe. Hierzu wurden
jeweils 3 Wells pro Zelllinie mit Pazopanib in einer Konzentration von 14 uM behandelt. Als
Kontrolle wurden ebenfalls 3 Wells pro Zelllinie mit DMSO in der gleichen Konzentration
behandelt. AnschlielRend wurden die Zellen fir weitere 72 Stunden inkubiert.

An Tag 8 wurde dann ein WST-1-Assay durchgefiuhrt. Die Zellviabilitat wurde anhand der oben
bereits genannten Standardisierungen bestimmt.

4.2.6. Aufnahme fluoreszenzmarkierter Exosomen

Zur Uberpriifung der Aufnahme von Exosomen in die Zellen wurden isolierte Exosomen mit
einem fluoreszierenden Farbstoff markiert und auf 786-O"'Zellen gegeben. Danach erfolgte

die Detektion der Farbung mittels Laserscanner.

4.2.6.1 Aussaen der Zellen

An Tag 1 wurden Zellen der Zelllinie 786-OVT in einen 4-Kammer-Objekttrager mit einer
Wachstumsflache von 1,7 cm? pro Well ausgesét (Abb. 18). Pro Kammer wurden jeweils 7103
Zellen in 1 ml DMEM/RPMI + 1% PenStrep gegeben, um Verunreinigungen durch Bakterien
vorzubeugen. Da die Aufnahme der Exosomen untersucht werden sollte, wurde auch fir

diesen Versuch 10% exosomen-depletiertes FCS im Zellkulturmedium verwendet.
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Abbildung 18: Belegung der Kammerobjekttréager

Objekttrager 1

Kontrolle

PBS 786-0 WT 786-0 WT
7-10° Zellen 7+10% Zellen

Objekttrager 2

Exosomen

786-0 WT 786-0 WT 786-0 WT
7-10° Zellen 7107 Zellen

Objekttrager 3

Exosomen

786-0 Paz 786-0OWT 786-0 WT
7-10° Zellen 7+10% Zellen

4.2.6.2 PKH26-Markierung von Exosomen

An Tag 2 erfolgte die Markierung der Exosomen mit dem roten Fluoreszenzfarbstoff PKH26.
Dieser lipophile Farbstoff farbt Membranen rot, indem er den aliphatischen Teil seiner Struktur
in die Bestandteile der Doppellipidschicht der Zellmembran einlagert und so die Membran
sichtbar macht.

Die genannten Arbeitsschritte erfolgten alle im Dunkeln und unter Verwendung von Alufolie,
um eine Verfalschung der Farbung durch Licht zu verhindern.

Zunéchst wurden die isolierten Exosomen auf Eis aufgetaut. In jeweils drei Reaktionsgefalie
(Gefald 1) wurde je 500 pl Diluent C pipettiert. Die in PBS resuspendierten Exosomen wurden
hinzugegeben und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert. Zur Kontrolle wurde im
dritten Reaktionsgefa? 100 ul PBS in Diluent C geldst und auf Eis inkubiert. In drei weiteren
ReaktionsgefalRen (Gefald 2) wurden jeweils 2 yl PKH26 in 500 pl Diluent C geldst und fir
5 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Gefal3e 1 in
die Gefalle 2 wberfihrt und gut durchmischt. Wéahrend der Inkubationszeit von 5 Minuten
wurde der Ansatz immer wieder gut resuspendiert, um eine gleichmaRige Anlagerung des
Farbstoffs an die Exosomenmembran gewdhrleisten zu koénnen. Zum Abstoppen der
Farbereaktion wurde pro Reaktionsgefal? 1 ml ED-FCS hinzugegeben und eine weitere Minute
abgewartet. Um Uberschissigen Farbstoff aus dem Ansatz zu entfernen, wurde die Lésung in
ein Pierce™ Protein Concentrator ReaktionsgefaR Gberfihrt und fur 30 Minuten bei 3000 g und
4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde das Eluat in ein neues Reaktionsgefaf
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die gefarbte Losung auf die Zellen gegeben und uber Nacht
bei 37°C und 5% CO; inkubiert (Tab. 16).
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Tabelle 16: Stimulation mit Exosomen

Objekttrager 1

2

Lésung pro Well 60 ul

60 ul

50 ul

4.2.6.3 Fixierung der Zellen und Phalloidin-Farbung

An Tag 3 wurden zur Lokalisation der Exosomen die Zellen selbst gefarbt (Tab. 17). Hierzu
wurde der grine Fluoreszenzfarbstoff Phalloidin-iFluor 488 verwendet, der selektiv an das

F-Aktin des Zytoskeletts der Zellen bindet und so die Zellen selbst im Fluoreszenzmikroskop

sichtbar macht.

Tabelle 17: Fixierung der Zellen und Phalloidin-Farbung

Arbeitsschritt Menge Dauer

1. Entfernung des Zellkulturmediums
2. Waschschritt

Kaltes PBS (+Ca?*, Mg?") 3-mal kurz
3. Fixierung der Zellen

Kaltes PFA 4% in PBS 500 pl/Kammer 30 Minuten
4. Waschschritt

Kaltes PBS (+Ca?*, Mg?*) 3-mal kurz
5. Permeabilisation

PBS 0,1% Triton X (PBST) 600 pl/Kammer 10 Minuten
6. Waschschritt

Kaltes PBS (+Ca?*, Mg?") 3-mal kurz
7. Blockieren

3% BSA in PBST 600 pl/Kammer 45 Minuten
8. Immunfarbung

Phalloidin-iFluor 488 Konjugat 150 pl/Kammer 60 Minuten
9. Waschschritt

Kaltes PBS (+Ca?*, Mg?*) 3-mal 5 Minuten
10. | Gegenfarbung und Mounting

VECTASHIELD Medium mit DAPI
11. | Konservieren der Probe
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Nachdem das Zellkulturmedium entfernt wurde, erfolgte der erste Waschschritt mit kaltem
PBS. Das verwendete PBS enthielt Calcium und Magnesium, um die interzellularen Bindungen
und die Zelladharenz an die Wachstumsflache zu verstéarken. So konnte ein Ablésen der Zellen
wahrend der Farbeschritte und der Fixierung verhindert werden. Nach dem ersten
Waschschritt wurden die Zellen fiir 20 Minuten mit Paraformaldehyd 4% in PBS fixiert und
anschlieRend erneut mit kaltem PBS gewaschen. Danach erfolgte die Permeabilisation der
Zellmembran mit PBS und 0,1% Triton X fur 10 Minuten, sodass der Farbstoff besser in die
Zellen eindringen und das Zytoskelett der Zellen leichter gefarbt werden konnte. Nachfolgend
wurden die Zellen erneut mit kaltem PBS gewaschen, um Uberstande des Triton X zu
entfernen. Anschlie3end erfolgte die Blockierung unspezifischer Bindungen durch Inkubation
der Zellen mit 3% BSA in PBST fir 45 Minuten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die
Lésung abgenommen und verworfen. Der Fluoreszenzfarbstoff Phalloidin-iFluor wurde in einer
Verdiinnung von 1:1000 in Antikorper-Diluent gel6st und fur eine Dauer von 60 Minuten auf
die Zellen gegeben. Anschliel3end wurden die Zellen erneut mit kaltem PBS gewaschen und
die Kammern und Uberstande des Klebers vom Objekttrager entfernt. Um ein Ausbleichen der
Farbung zu verhindern, wurden die Zellen mit Antifade Shield Medium mit DAPI gegengefarbt.
DAPI ist ein Farbstoff, der die DNA der Zellen farbt und so die Zellkerne sichtbar macht. Dann
wurden die Zellen mit einem Deckglaschen abgedeckt und bis zur Detektion bei 4°C

lichtgeschiitzt gelagert.

4.2.6.4 Detektion

Die Proben wurden mithilfe des Laser scanning Mikroskops LSM 780 (Carl Zeiss AG)
mikroskopiert und anschlieend auch fotografiert (Tab. 18). Die aufgenommenen Fotos

wurden dann mit der Software Zen 12 Lite der Carl Zeiss AG bearbeitet und exportiert.

Tabelle 18: Einstellungen und Farblegende

Kanal 1 2 4

Kanalfarbe blau grin rot
Anregungswellenlange [nm] | 405 491 551
Emissionswellenlange [nm] 447 516 567

Farbe gefarbte Struktur

Grin (Alexa-Flour 488) F-Aktin

Rot (PKH26) Exosomen

Blau (Dapi) Zellkerne

Gelb Overlay von rotem und grinem Kanal
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5. Ergebnisse

5.1 Etablierung der Zellzahlen

Zunachst wurden die Zellzahlen fir die verschiedenen Experimente in Abhangigkeit von den
verwendeten Kulturgefaf3en und Volumina etabliert (Tab. 19). Bei den Exosomenisolationen
betrug die Konfluenz am Tag der Abnahme des Exosomen-depletierten Mediums 90 bis 95

Prozent (Abb. 19 und 20).

Tabelle 19: Verwendete Zellzahlen fir sdmtliche Methoden/Experimente

Methode/Experiment Verwendete Gesamtzellzahl
786-OWT 786-OFR
Subkultivieren der Zellen
Wachstumsflache 25 cm? 4 Tage: 4 « 10* 4 Tage: 8 « 10*
3 Tage: 1-10° 3 Tage: 1,5+ 10°
Wachstumsflache 75 cm? 4 Tage: 1,2+ 10° 4 Tage: 2 - 10°
3 Tage: 2+ 10° 3 Tage: 3+ 10°
Wachstumsflache 500 cm? 6 Tage: 3 10° 7 Tage: 3« 10°
WST-1-Assays 1103 1103
Funktionelle Assays 1,4 «10%
12-Well-Platte
Uptake-Assay 7103
4-Kammer-Objekttrager

Abbildung 19: Konfluenz von 786-OWT am Tag der Abnahme des Exosomen-depletierten Mediums (beispielhaft)




Abbildung 20: Konfluenz von 786-OPR am Tag der Abnahme des Exosomen-depletierten Mediums (beispielhaft)
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5.2 Uberpriifung der Resistenz gegen Pazopanib in der Zelllinie 786-O nach

Langzeitbehandlung

Die Zelllinie 786-O wurde in unserer Arbeitsgruppe von Dr.rer.nat. Bozhena Vynnytska-
Myronovska Uber einen Zeitraum von 3 Monaten mit Pazopanib [14 pM] behandelt, um eine
Resistenz gegen den Tyrosinkinaseinhibitor zu induzieren.

Im ersten Teil der Arbeit sollte zunéchst die erzeugte Resistenz der Zelllinie 786-OPR gegen
Pazopanib nachgewiesen werden. Dazu wurden 786-O'- und 786-OFR-Zellen fiir eine Dauer
von 72 Stunden mit verschiedenen Pazopanib-Konzentrationen behandelt. Das
Zellkulturmedium fir die Zellen der Kontrollgruppe (CTR) enthielt DMSO der jeweils gleichen
Konzentration. Nach 72 Stunden erfolgte die Messung der Absorptionswerte mittels WST-1-

Assay.

5.2.1 Zellviabilitatswerte von 786-OFRim Vergleich zu 786-OVT bei steigenden Pazopanib-

Konzentrationen

Um das Verhalten der Zelllinien 786-O%T und 786-OPR bei steigenden Pazopanib-

Konzentrationen zu beurteilen, wurden insgesamt 3 unabhéngige Experimente durchgefuhrt.

1. Experiment: Mit zunehmender Pazopanib-Konzentration sinkt die Zellviabilitdt bei beiden
Zelllinien (Abb. 21). 786-OFR zeigt bei einer Konzentration von 22 uM mit 47,7% den
niedrigsten Zellviabilitatswert. Bei 786-O"Tist die niedrigste Zellviabilitat ebenfalls bei 22 uM
zu finden (25,4%).

786-OPR weist bei allen Konzentrationen eine hohere Zellviabilitat als 786-OWT auf. Der
prozentuale Unterschied der Zellviabilitat zwischen den beiden Zelllinien betragt minimal 6,3%
bei 14 yM und maximal 22,3% bei 22 uM.
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Abbildung 21: % Zellviabilitat der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OPR (rot) in Prozent (y-Achse) nach 72-
stindiger Behandlung mit Pazopanib unter verschiedenen Konzentrationen (x-Achse) (Experiment 1)
Mittelwerte aus 2 unabhangigen biologischen Replikaten, je 3 techn. Replikate pro Zelllinie

Kontrolle (CTR) enthielt DMSO [7%)]

% Zellviabilitit i.V. zu DMSO-CTR

100,0

—=WT
—»—Paz-res

Zellviabilitat [%]
& 8
=) =}

—— 254

0,0 T T T T
CTR 7 pM 14 uM 18 uM 22 uM
Konzentration Pazopanib [uM]

2. Experiment: Die Zellviabilitat von 786-OFR liegt stets Uber der Zellviabilitat von 786-O%WT,
wobei die beobachteten prozentualen Unterschiede minimal 14% bei 22 uyM und maximal
18,7% bei 7 uM betragen (Abb. 22). 786-OFR zeigt bei einer Konzentration von 14 yM mit
36,6% den niedrigsten Zellviabilitatswert. Bei 786-OVTist die niedrigste Zellviabilitat ebenfalls
bei 14 pM zu finden (20,5%).

Im Gegensatz zum Vorexperiment zeigte sich ein Anstieg der Zellviabilitat unter hoheren

Pazopanib-Konzentrationen.
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Abbildung 22: % Zellviabilitat der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OFR (rot) in Prozent (y-Achse) nach 72-
stindiger Behandlung mit Pazopanib unter verschiedenen Konzentrationen (x-Achse) (Experiment 2)
Mittelwerte aus 2 unabhangigen biologischen Replikaten, je 3 techn. Replikate pro Zelllinie

Kontrolle (CTR) enthielt DMSO [7%)]

% Zellviabilitat i.V. zu DMSO-CTR
120,0
100,0
100,0 -
= 80,0 -
b
:‘g
= 60,0
:g ’ 46,5 —=WT
2 —»—Paz-res
] 40,0 -
32,5
20,0 - '
254 20,5 25,2
0,0 T T T T
CTR 7uM 14 yM 18 uM 22 yM
Konzentration Pazopanib [uM]

3. Experiment. Mit zunehmender Pazopanib-Konzentration sinkt die Zellviabilitat beider
Zelllinien kontinuierlich (Abb. 23). 786-0OPR zeigt bei einer Konzentration von 22 yM mit 66,3%
den niedrigsten Zellviabilitatswert. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Vorexperimente
zeigt 786-OPR auch im dritten Experiment stets eine hohere Zellviabilitat als 786-OW'. Der
minimale prozentuale Unterschied betragt hier 7,5% bei 7 uM, der maximale prozentuale
Unterschied betragt 13,3% bei 14 M.
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Abbildung 23: % Zellviabilitat der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OFR (rot) in Prozent (y-Achse) nach 72-
stiindiger Behandlung mit Pazopanib unter verschiedenen Konzentrationen (x-Achse) (Experiment 3)
Mittelwerte aus 2 unabhangigen biologischen Replikaten, je 3 techn. Replikate pro Zelllinie

Kontrolle (CTR) enthielt DMSO [7%].

% Zellviabilitat i.V. zu DMSO-CTR
120,0
100,0 -
T 80,0 |
B
= 60,0
s ——WT
2 56,4 56,5 ——Paz-res
g 40,0 |
20,0 -
0,0 T T . T
CTR 7 uM 14 uyM 18 uyM 22 uyM
Konzentration Pazopanib [uM]

In Zusammenschau der Ergebnisse aus drei Experimenten wird unter steigenden Pazopanib-
Konzentrationen ein klarer Trend zu einem erhéhten Uberleben von 786-OPRim Vergleich zu
786-O"T deutlich.

5.2.2 IC50 von 786-ORim Vergleich zu 786-OWT

Zur Berechnung der IC50 (= Konzentration, die das Zellwachstum um 50% hemmt) wurden in
einem Diagramm die Zellviabilititswerte (x-Achse) und die verwendeten Pazopanib-
Konzentrationen (y-Achse) aufgetragen. Durch das Einfligen einer polynomischen Trendlinie
ergab sich eine Anndherungsgleichung fur den jeweiligen Graphen (Abb. 24 und 25). Mithilfe
der Anndherungsgleichungen konnte dann die IC50 berechnet werden (Tab. 20).

Fur das Experiment 2 konnte aufgrund der ansteigenden Zellviabilitditswerte bei hoheren
Pazopanib-Konzentrationen (vgl. Abb. 22) keine Trendlinie generiert werden, die die
gemessenen Werte anndhernd korrekt reprasentieren koénnte. Eine mathematische
Berechnung der IC50 war daher nicht mdglich.
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Abbildung 24: Konzentration Pazopanib [uM] (y-Achse) mit korrespondierender Zellviabilitat [%] (x-Achse) von
786-OWT (2 biologische Replikate, WT 1 und 2) und zugehdrige polynomische Trendlinie (Poly. (WT 1 und 2))
Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®, Mittelwerte aus je 3 techn. Replikaten pro Zelllinie
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Abbildung 25: Konzentration Pazopanib [uM] (y-Achse) mit korrespondierender Zellviabilitat [%] (x-Achse) von
786-OPR (2 biologische Replikate, Paz 1 und 2) und zugehérige polynomische Trendlinie (Poly. (Paz 1 und 2))
Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®, Mittelwerte aus je 3 techn. Replikaten pro Zelllinie
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Tabelle 20: Annaherungsgleichung und Bestimmtheitsmalf? fir polynomische Trendlinien
(Experiment 1)

Experiment 1 Annaherungsgleichung BestimmtheitsmaR (R?)
786-0"T (Biol. Replikat 1) | y =0,0013x2 - 0,4353x + 30,701 0,9126
786-OVT (Biol. Replikat 2) | y =-0,0006x? - 0,1845x + 24,869 0,6453
786-OFR (Biol. Replikat 1) | y = 0,0066x? - 1,3869x + 72,846 0,8865
786-OPR (Biol. Replikat 2) y = 0,011x2 - 2,0482x + 95,38 0,8136
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Die IC50 von 786-OFR liegt mit 20,4 uM signifikant tber der IC50 von 786-OV™ mit 13,2 uM
(p = 0,02) (Abb. 26).

Abbildung 26: Berechnete IC50 [uM] (y-Achse) der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OFR (rot) (x-Achse)
(Experiment 1)

Mittelwerte aus 2 unabhangigen biologischen Replikaten, jeweils 3 technische Replikate pro Zelllinie
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Fur die Auswertung des 3. Experiments ergab sich, analog zum 1. Experiment, mithilfe einer
polynomischen Trendlinie fir 786-OV"T (Abb. 27) und 786-OFR (Abb. 28) jeweils eine
Annéherungsgleichung (Tab. 21)

Abbildung 27: Konzentration Pazopanib [uM] (y-Achse) mit korrespondierender Zellviabilitat [%] (x-Achse) von
786-OWT (2 biologische Replikate, WT 1 und 2) und zugehdrige polynomische Trendlinie (Poly. (WT 1 und 2))
Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®, Mittelwerte aus je 3 techn. Replikaten pro Zelllinie
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Abbildung 28: Konzentration Pazopanib [uM] (y-Achse) mit korrespondierender Zellviabilitat [%] (x-Achse) von
786-OFR (2 biologische Replikate, Paz 1 und 2) und zugehorige polynomische Trendlinie (Poly. (Paz 1 und 2))
Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®, Mittelwerte aus je 3 techn. Replikaten pro Zelllinie
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Tabelle 21: Annaherungsgleichung und Bestimmtheitsmalf? fir polynomische Trendlinien
(Experiment 3)

Experiment 2 Annaherungsgleichung BestimmtheitsmaR (R?)
786-0"T (Biol. Replikat 1) | y =0,0106x2 — 2,1354x + 107,77 0,9771
786-0"T (Biol. Replikat 2) | y=0,0008x? - 0,5478x + 47,09 0,9502
786-OPR (Biol. Replikat 1) y = -0,0008x2 — 0,51x + 59,07 0,9886
786-OPR (Biol. Replikat 2) | y =0,0061x* — 1,5884x + 98,384 0,9826

Die IC50 von 786-OFR liegt mit 32,9 uM Uber der IC50 von 786-O%T mit 24,6 uM (Abb. 29).
Jedoch wurde keine statistische Signifikanz erreicht (p = 0,12).
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Abbildung 29: Berechnete IC50 [uM] (y-Achse) der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OPR (rot) (x-Achse)
(Experiment 3)
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Tabelle 22: Berechnete IC50 [uM] von 786-OWT und 786-OPR (Experiment 1 und 3)

IC 50
786-OWT 786-0O°R
Experiment 1 13,2 uM 20,4 yM
Experiment 3 24,6 uM 32,9 uM

Im Vergleich beider Zelllinien zeigt 786-OFR in beiden Experimenten eine hohere IC50 als 786-

OWT (Tab. 22). 786-OPR weist nach wie vor eine Resistenz gegen Pazopanib auf.

Nach Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Experimenten 1 bis 3 und Auftragung der
Zellviabilitatswerte (x-Achse) gegen die Pazopanib-Konzentration (y-Achse) wurde pro
Zelllinie eine polynomische Trendlinie generiert (Abb. 30).

Entsprechend der Auswertung der Einzelergebnisse ergeben sich fir 786-O"T und 786-OFR
jeweils eine Annaherungsgleichung (Tab. 23). Anhand der Anndherungsgleichung wurde dann
die IC50 berechnet (Abb. 31).
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Abbildung 30: Konzentration Pazopanib [uM] (y-Achse) mit korrespondierender Zellviabilitat [%] (x-Achse) von
786-OWT (blau) und 786-OFR (rot) (Kombinierte Ergebnisse Experiment 1 — 3, n = 3) und zugehérige

polynomische Trendlinien (Poly. (WT 1 und 2), Poly (Paz 1 und 2))

Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®, Mittelwerte aus je 3 techn. Replikaten pro Zelllinie
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Tabelle 23: Annaherungsgleichung und Bestimmtheitsmalf? fir polynomische Trendlinien
(Kombinierte Ergebnisse aus Experimenten 1-3, Polynomische Trendlinien generiert durch Microsoft® Excel®)

Experiment 1-3

Annaherungsgleichung

BestimmtheitsmaR (R?)

786-OWT

y = 0,0146x°- 2,3798x + 91,719

0,9885

786-OPR

y =0,0244x? - 4,197x + 176,12

0,9959

Abbildung 31: Berechnete IC50 [uM] (y-Achse) der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OPR (rot) (x-Achse)

(Kombinierte Ergebnisse Experiment 1 — 3, n = 3)

Mittelwerte aus 6 unabhangigen biologischen Replikaten pro Zelllinie, je 3 techn. Replikate pro Zelllinie
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Die IC50 betragt 9,2 uM (786-O"T) im Vergleich zu 27,3 uM (786-0O°R) (Abb. 31).
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Abbildung 32: % Zellviabilitat der Zelllinien 786-OWT (blau) und 786-OFR (rot) in Prozent (y-Achse) nach 72-
stundiger Behandlung mit Pazopanib [14 uM] (x-Achse) (Zusammenfassung Experiment 1-3)

Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten (n = 3), pro Experiment zwei biologische Replikate mit jeweils
drei technischen Replikaten pro Zelllinie

Kontrolle (CTR) enthielt DMSO [7%].
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Bereits in der Kontrollgruppe zeigt 786-OFR eine leicht erhohte Zellviabilitat von 106,3% im
Vergleich zu 786-0O"'-Zellen.

Eine Behandlung mit Pazopanib dezimiert das Zellwachstum beider Zelllinien (Abb. 32). Unter
Behandlung mit Pazopanib (14 pM) haben 786-OPRmit 61,2% jedoch eine hohere Zellviabilitat
als sensitive 786-0O-Zellen mit 46,7% (p = 0,21).

In den Experimenten wurde nachgewiesen, dass eine Pazopanib-Konzentration von 14 pM
die Zellviabilitit von 786-OY“T auf 50% reduziert. Damit entspricht die verwendete
Konzentration von 14 uM der IC50 von 786-OVT. 786-OFR zeigt bei dieser Konzentration im

Vergleich ein hoheres Uberleben.
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5.3 Isolation und Charakterisierung der Exosomen

Zunachst wurde die Qualitat der Exosomenisolation tberpruft.

5.3.1 Nanopatrticle tracking analysis (NTA)

Pro Zelllinie wurden jeweils zwei Proben mit unterschiedlichen Verdunnungen (1:100 und
1:500) gemessen, um die Messgenauigkeit zu erhéhen.

Abbildung 33: NTA-Messung der Exosomenkonzentration pro ml, Ergebnisse einer einzelnen Messung (n = 1)
Exosomen von 786-OYT: Verdiinnung 1:500 (links), Verdiinnung 1:100 (rechts)

Konzentration der Partikel pro Milliliter (y-Achse) abhangig von der PartikelgréRe in Nanometer (x-Achse)

Peak des Graphen zeigt die PartikelgroRe, deren Konzentration am héchsten (am haufigsten vorhanden) ist.
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786-0OWT zeigt in der Verdiinnung 1:500 einen deutlichen Peak bei 115 nm (Abb. 33). Weitere
kleine Peaks sind bei 292 nm, 350 nm und 404 nm zu erkennen.

In der niedrigeren Verdinnung 1:100 ist ein Peak bei 132 nm zu sehen. Hier wurden weitere
Peaks bei 189 nm und 339 nm detektiert.
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Abbildung 34: NTA-Messung der Exosomenkonzentration pro ml, Ergebnisse einer einzelnen Messung (n = 1)
Exosomen von 786-OFR: Verdiinnung 1:500 (links), Verdiinnung 1:100 (rechts)
Konzentration der Partikel pro Milliliter (y-Achse) abhéngig von der Partikelgréf3e in Nanometer (x-Achse)

Peak des Graphen zeigt die Partikelgrof3e, deren Konzentration am héchsten (am haufigsten vorhanden) ist.
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In der Messung von 786-OPR-Exosomen im Verdiinnungsverhaltnis 1:500 liegt ein deutlicher
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Peak bei 128 nm (Abb. 34). Ein weiterer Peak wird mit 290 nm angegeben.

In der niedrigeren Verdinnung (1:100) der 786-OPR-Exosomen ist der hochste Peak bei 126

nm zu sehen. Ein zweiter Peak ist bei 304 nm zu erkennen.

Tabelle 24: Messergebnisse der NTA, Exosomen von 786-OWT und 786-OPR
Ergebnisse einer einzelnen Messung (nh = 1)

Verdiinnung 786-OT Partikel/ml | 786-OFR Partikel/ml
1:100 Mittelwert +/- SD 153.6 +/- 4.2 nm 147.6 +/- 2.6 nm
Modus +/- SD 134.0 +/- 6.5 nm 122.3 +/- 4.4 nm
1:500 Mittelwert +/- SD 150.5 +/- 3.3 nm 143.5 +/- 2.8 nm
Modus +/- SD 116.6 +/- 7.8 nm 123.2 +/- 4.8 nm

Mit dem Konzentrations-Peak bei 115 nm (1:500) und 132 nm (1:100) fir Exosomen von 786-
OWT und fur die Exosomen von 786-OPR mit einem Peak bei 128 nm (1:500) und 126 nm

(1:100) entsprechen die GroRRen den in der Literatur gangigen Angaben von 50 — 150 nm

(Tab. 24).
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Tabelle 25: Gemessene Partikel/ml, Exosomen von 786-OWT und 786-OFR
Ergebnisse einer einzelnen Messung (n = 1)

Verdinnung 786-OVT Partikel/ml 786-OFR Partikel/ml
1:100 2,25 « 10! 3,23 « 10
Standard Error +1,49 + 1010 +1,72+10%0
1:500 3,43 « 101 5,27 « 1011
Standard Error +2,32+10%° +4,16 « 10%°
Mittelwerte 2,84 « 1011 4,25« 1011

Unabhéngig von der Verdiinnung sind in der Probe der 786-OPR-Exosomen mehr Partikel als
in der Probe der 786-O"T-Exosomen enthalten (Tab. 25).

Um die Partikelkonzentrationen ins Verhaltnis zu den vorhandenen Zellzahlen setzen zu
konnen, wurden sowohl von 786-O%T als auch von 786-OR nach Abnahme des ED-Mediums
zur Exosomenisolation an Tag 8 bei 2 (786-O°R), beziehungsweise bei 3 (786-OW7)
unabhangigen Experimenten die Zellzahlen bestimmt. Die Messungen der NTA geben die
Partikelkonzentration pro Milliliter an. In den verwendeten Triple Flasks wurde fur die gesamte
Dauer der Experimente jeweils 80 ml des Zellkulturmediums verwendet, sodass die

Partikelzahl mit 80 multipliziert werden muss, um die Gesamtpartikelzahl zu erhalten.

Tabelle 26: Partikel/Zelle von 786-OWT und 786-OFR

786-OWT 786-OFR
Zellzahlen (Mittelwerte) 3,47 « 107 4.5+107
Gesamtpartikelzahl 2,27 « 10%3 3,4+10%
(Partikel/80 ml)
Partikel im Verhaltnis zu 6,5+ 10° 7,5+10°
Zellen Partikel/Zelle Partikel/Zelle

Auch im Verhaltnis zur Zellzahl sezernieren 786-OFPR-Zellen mehr Exosomen als 786-OW'-
Zellen (Tab. 26).

74



5.3.2 Immunoblot

Abbildung 35: Immunoblots von 786-OWT-Exosomen/786-OWT-Zelllysat (WCL) und 786-OPR-Exosomen/786-OPR-
Zelllysat (WCL) aus einem unabhangigen Experiment (n = 1)
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Zur Uberpriifung der Reinheit wurde die Expression des Markers GM130 untersucht. GM130
wurde in den Zelllysat-Proben beider Zelllinien nachgewiesen, in den Exosomenproben
hingegen nicht. Zur weiteren Charakterisierung der Isolationsproben wurde die Expression der
exosomalen Marker CD63, und Syntenin untersucht (Abb. 35). Beide Proteine wurden in den
jeweiligen Isolationsproben von 786-OWT und 786-OR exprimiert. Bei 786-O"R-Exosomen
zeigt sich eine geringere Proteinkonzentration als bei 786-0O"T-Exosomen, gemessen an den
GAPDH-Konzentrationen. Zusatzlich wurde die Expression von MET und Axl untersucht.
Beide Proteine wurden in den Zelllysatproben von 786-OYT und 786-OFR exprimiert, bei den
Exosomenproben fehlt das Signal. Im dargestellten Blot ist bei Axl und MET in der
Zelllysatprobe von 786-OFR ein deutlich starkeres Signal zu erkennen als bei 786-OVT. Im
Vergleich zur Loading Control mit GAPDH, die bei beiden Zelllinien ahnlich stark exprimiert
wird, zeigt sich daher eine erhdhte Expression von Axl und MET bei 786-OFR, wobei das Signal
bei Axl noch starker ist als bei MET.

Es wurde auch die Expression von CD81 untersucht, jedoch kein Signal nachgewiesen.
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5.4 Nachweis der Aufnahme von Exosomen Pazopanib-resistenter 786-O-Zellen in sensitive
786-0-Zellen

Im dritten Teil der Arbeit wurde nachgewiesen, dass die Exosomen von 786-OFR in die

sensitiven 786-0"'-Zellen aufgenommen worden sind (Abb. 37).

Abbildung 36: Nachweis der Aufnahme von Exosomen resistenter 786-O-Zellen in sensitive Zellen
Negativkontrolle

786-0%YT-Zellen (griin, F-Aktin) wurden fiir 24 Stunden mit PBS inkubiert. Zellkernfarbung erfolgte mit DAPI.
Bilder aufgenommen mit Laserscanning Mikroskop LSM 780 (Carl Zeiss AG)

Abbildung 37: Nachweis der Aufnahme von Exosomen resistenter 786-O-Zellen in sensitive Zellen
786-0%T-Zellen (grin, F-Aktin) wurden flr 24 Stunden mit Exosomen von 786-OFR (gelb) inkubiert.
Zellkernfarbung erfolgte mit DAPI.

Bilder aufgenommen mit Laserscanning Mikroskop LSM 780 (Carl Zeiss AG)
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5.5 Analyse der Effekte der Exosomen resistenter 786-O-Zellen auf die Zellviabilitat

sensitiver Zellen

Nachdem eine Aufnahme der Exosomen in die Zellen nachgewiesen wurde, sollten im vierten
Teil der Arbeit die Effekte der Exosomen auf die Zellviabilitat von 786-OWT -Zellen analysiert
werden.

Bei Stimulation mit Exosomen von 786-O%T nimmt die Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrolle
(PBS) ab (Abb. 38, Experimente 1+2 zusammengefasst). Je hoher die
Exosomenkonzentration, desto starker wird die Zellviabilitat eingeschrankt. Bei Stimulation mit
8 ug/ml 786-O"T-Exosomen nimmt die Zellviabilitat ab (100% auf 74,9% (p = 0,888)). Eine
Stimulation mit 20 pug/ml 786-0O"T-Exosomen fuihrt zu einer weiteren Abnahme, sodass die
Zellviabilitat noch bei 47,1% liegt (p= 0,074). Nach Stimulation mit 8 yg/ml 786-OPR-Exosomen
steigt die Zellviabilitdt im Vergleich zur Kontrolle von 100% auf 159,8% an (p = 0,026). Im
Vergleich der Effekte von WT-Exosomen und PR-Exosomen (8 pg/ml) liegt eine signifikante
Steigerung der Zellviabilitat von 74,9% auf 159,8% vor (p < 0,001). Eine Stimulation mit 20
pg/ml 786-OPR-Exosomen fiihrt zu einer Senkung der Zellviabilitat im Vergleich zur PBS-
Kontrolle, die Zellviabilitat liegt hier noch bei 88,3% (p = 0,999). Eine héhere Konzentration
von 786-OPR-Exosomen senkt die Zellviabilitat von 159,8% auf 88,3% (p = 0,003).

Abbildung 38: Zellviabilitat [%)] (y-Achse) von 786-OWT-Zellen nach Stimulation mit PBS (grtin)/Exosomen von
786-0O%T (blau) bzw. 786-OPR (rot) in den Konzentrationen 8 ug/ml und 20 pg/ml (x-Achse), anschlieRend
Kultivierung mit DMSO-haltigem Zellkulturmedium (Kontrolle)

Mittelwerte £SD berechnet aus den Ergebnissen von 2 unabhangigen Experimenten (n = 2)

Zellviabilitat der PBS-CTR wurde auf 100% normiert, die anderen Werte jeweils in Bezug zur CTR gesetzt
Berechnung der p-Werte durch One-Way-ANOVA unter Verwendung des Tukey post-hoc-Tests
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Die Behandlung mit Pazopanib senkt die Zellviabilitat aller Zellen (Abb. 39, Experimente 1+2
zusammengefasst). Nach Stimulation mit 8 ug/ml 786-O"-Exosomen erhoht sich die
Zellviabilitat etwas auf 20,3% (p = 1,0). Bei hoheren Konzentrationen der 786-O"'-Exosomen
konnte kein Einfluss auf die Zellviabilitdt im Vergleich zur PBS-Kontrolle beobachtet werden
(17,9% bei PBS-CTR, 17,5% bei 20 yg/ml 786-0"T-Exosomen (p = 1,0)).

Nach Behandlung mit 786-OPR-Exosomen konnte eine Tendenz zur Steigerung der
Zellviabilitat unter Pazopanib-Behandlung beobachtet werden: Bei Exosomenkonzentrationen
von 8 pyg/ml betragt die Zellviabilitat 33,5% (p = 0,995), bei 20 pg/ml 22,2% (p = 1,0).

Abbildung 39: Zellviabilitat [%)] (y-Achse) von 786-OWT-Zellen nach Stimulation mit PBS (griin)/Exosomen von
786-0O%T (blau) bzw. 786-OFR (rot) in den Konzentrationen 8 ug/ml und 20 pg/ml (x-Achse), anschlieRend
Behandlung mit Pazopanib [14 yM] fur 72 Stunden

Mittelwerte £SD berechnet aus den Ergebnissen von 2 unabhangigen Experimenten (n = 2)

Zellviabilitat der PBS-CTR (DMSO) wurde auf 100% normiert, die anderen Werte jeweils in Bezug zur CTR
gesetzt
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Die Zellviabilitat nach Pazopanib-Behandlung sinkt in allen Untersuchungsarmen (Abb. 40,
Experimente 1+2 zusammengefasst). Innerhalb der PBS-Kontrolle (p < 0,001), sowie bei den
Zellen, die mit Exosomen von 786-OFR stimuliert wurden, nahm die Zellviabilitat signifikant ab
(8 pg/ml (p < 0,001) und 20 pg/ml (p = 0,009)). Die Effekte durch Pazopanib nach Stimulation
mit Exosomen von 786-OY“T waren fir beide Konzentrationen nicht signifikant
(8 pg/ml (p = 0,058) und 20 pg/ml (p = 0,753)).
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Abbildung 40: Zellviabilitat [%)] (y-Achse) von 786-OWT-Zellen nach Stimulation mit PBS (griin)/Exosomen von
786-OWT (blau) bzw. 786-OFR (rot) in den Konzentrationen 8 pg/ml und 20 pg/ml (x-Achse), anschlieRend
Kultivierung mit DMSO-haltigem Zellkulturmedium (Kontrollgruppe, monochrome Séulen) oder Behandlung mit
Pazopanib [14 uM] (schraffierte Saulen) fiir 72 Stunden

Mittelwerte £SD berechnet aus den Ergebnissen von zwei unabhéangigen Experimenten (n = 2)

Berechnung der p-Werte erfolgte durch One-Way-ANOVA unter Verwendung des Tukey post-hoc-Tests
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Im dritten Experiment zeigte sich nach Stimulation mit WT-Exosomen in der DMSO-Kontrolle
eine Steigerung der Zellviabilitat auf 272,3% bei einer Exosomenkonzentration von 8 pg/ml (p
= 0,013) (Abb. 41). Bei héheren Konzentrationen von 20 pg/ml zeigt sich eine Tendenz zur
Steigerung der Zellviabilitat auf 136,6% (p = 0,995) im Vergleich zur Kontrolle mit PBS.

Unter Pazopanib-Behandlung ergibt sich keine Anderung der Zellviabilitat im Vergleich zur
Kontrolle mit PBS (p = 1,0).

Nach Stimulation mit Exosomen von 786-OFR zeichnet sich ein Trend zur Steigerung der
Zellviabilitat im Vergleich zur Kontrollgruppe ab. Die DMSO-Kontrolle zeigt bei Stimulation der
786-OWT-Zellen mit 8 ug/ml Exosomen von 786-OFR eine Zellviabilitat von 208,4% (p = 0,262).
Bei der héheren Konzentration von 20 ug/ml kann kein Einfluss auf die Zellviabilitdt beobachtet
werden (100 % bei PBS-CTR, 96,9% nach 20 uyg/ml 786-OPR-Exosomen, p = 1,0). Unter
Pazopanib-Behandlung ist der Einfluss auf die Zellviabilitdt geringer ausgepragt: bei niedriger
Exosomenkonzentration kann die Zellviabilitat im Vergleich zur PBS-Kontrolle tendenziell von
27,0% auf 36,0% leicht angehoben werden (p = 1,0). Bei htherer Exosomenkonzentration liegt

kein Einfluss auf die Zellviabilitdt im Vergleich zur PBS-Kontrolle vor (p = 1,0).
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Abbildung 41: Zellviabilitat [%)] (y-Achse) von 786-OWT-Zellen nach Stimulation mit PBS (griin)/Exosomen von
786-OWT (blau) bzw. 786-OFR (rot) in den Konzentrationen 8 pg/ml und 20 pg/ml (x-Achse), anschlieRend
Kultivierung mit DMSO-haltigem Zellkulturmedium (Kontrollgruppe, monochrome Séulen) oder Behandlung mit
Pazopanib [14 uM] (schraffierte Saulen) fiir 72 Stunden

Mittelwerte +SD berechnet aus den Ergebnissen eines unabhangigen Experiments (n = 1)

Berechnung der p-Werte erfolgte durch One-Way-ANOVA unter Verwendung des Tukey post-hoc-Tests

*p <0,05, ** p<0,01, ** p <0,001
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Nach Stimulation der 786-O"'-Zellen mit 8 ug/ml Exosomen von 786-OR ist nach Behandlung
mit Pazopanib ein Trend zur Steigerung der Zellviabilitdt im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu
erkennen (Abb. 42). Eine Stimulation mit der héheren Dosis resultiert wiederum in einer
Senkung der Zellviabilitéat.

In der Kontrollgruppe mit DMSO resultiert eine Stimulation mit 786-OPR-Exosomen niedrigerer
Konzentration (8 ug/ml) in einer Erhéhung der Zellviabilitéat von 100% auf 167,0% (p = 0,062).
Bei Verwendung der héheren Exosomenkonzentration (20 ug/ml) wird die Zellviabilitat im
Vergleich zur PBS-Kontrolle allerdings um 10,4% auf 89,6% gesenkt (p = 0,998). Im Vergleich
der Werte nach Stimulation der 786-O"'-Zellen mit 8 ug/ml und 20 pg/ml PR-Exosomen
(DMSO) zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der Zellviabilitat (p = 0,02).

Die Behandlung mit Pazopanib senkt die Zellviabilitdt der PBS-Kontrolle sehr stark auf 19,2%
(p = 0,013). Pazopanib senkt auch die Zellviabilitat der stimulierten Zellen:
Bei 8 yg/ml PR-Exosomen von 167,0% auf 33,8% (p < 0,001), bei 20 ug/ml PR-Exosomen
sinkt die Zellviabilitdt unter Pazopanib von 89,6% auf 23,0% (p = 0,064).

Die Stimulation mit PR-Exosomen resultiert im Vergleich zur PBS-Kontrolle in einer tendenziell
gesteigerten Zellviabilitdét. Bei einer Exosomenkonzentration von 8 pg/ml betrégt die
Zellviabilitat 33,8% im Vergleich zur PBS-Kontrolle (p = 0,988), bei 20 ug/ml 23,0% (p = 1,0).
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Abbildung 42: Zellviabilitat [%)] von 786-OWT-Zellen nach Stimulation mit PBS (grtin)/Exosomen von 786-OFR (rot)
in den Konzentrationen 8 pg/ml und 20 pg/ml (x-Achse), anschlieend Kultivierung mit DMSO-haltigem
Zellkulturmedium (Kontrollgruppe, monochrome S&ulen) oder Behandlung mit Pazopanib [14 uM] (schraffierte
Saulen) fir 72 Stunden

Mittelwerte +SD berechnet aus den Ergebnissen von drei unabhéngigen Experimenten

Berechnung der p-Werte erfolgte durch One-Way-ANOVA unter Verwendung des Tukey post-hoc-Tests

*p <0,05, * p <0,01, ** p <0,001 (Effekte von Pazopanib)

#p <0,05, ## p < 0,01, ### p < 0,001 (Effekte der Exosomen)
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6. Diskussion

Das Nierenzellkarzinom gehdrt zu den haufigsten Karzinomerkrankungen der westlichen Welt
und ist in Deutschland unter den zehn haufigsten Tumorentitaten zu finden [50,53]. Im
metastasierten Tumorstadium steht derzeit eine systemische Therapie mit Checkpoint-,
Tyrosinkinase- oder mTOR-Inhibitoren zur Verfligung [10,104]. Ein gro3es Problem stellt die
Resistenzentwicklung gegen Tyrosinkinaseinhibitoren dar: Nach durchschnittlich 6 bis 15
Monaten zeigen nahezu alle Patienten eine Therapieresistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren
[143].

Zur Kommunikation der Zellen dienen unter anderem extrazellulare Vesikel, mit denen DNA,
RNAs, Lipide und Proteine zwischen Zellen transportiert werden kénnen [79,166,178].
Die interzellulare Kommunikation mittels kleiner extrazellularer Vesikel, so genannter
Exosomen, kann mdglicherweise zur Entwicklung einer Therapieresistenz beitragen [11].

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob Exosomen einer Pazopanib-resistenten
Nierenzellkarzinomzelllinie einen Einfluss auf die Zellviabilitat sensitiver Zellen haben.

Fur die weitere Verbesserung des Uberlebens von Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom ist es von grof3er Bedeutung, die Mechanismen der Resistenzentwicklung
zu verstehen. Exosomen konnten hierbei als pradiktive Marker fur das Therapieansprechen

und eine mogliche Therapieresistenz fungieren.

6.1 Methodische Optimierung der Versuchsablaufe

Zu Beginn der Arbeitsphase im Labor wurden die Zellzahlen fir die verschiedenen
Experimente etabliert. Die Verwendung der korrekten Zellzahl fir die Experimente ist wichtig
fur die Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander und gewahrleistet dartuiber hinaus auch,
dass die Ergebnisse der Experimente nicht durch zu hoch oder zu niedrig gewahlte Zellzahlen
verfalscht werden.

Fur die Exosomenisolationen und die anschlielBende Durchfiihrung der funktionellen Assays
zur Uberprifung der Resistenziibertragung ist die Zellzahl ebenfalls von groRer Bedeutung.
Zu niedrig gewahlte Zellzahlen in den Triple Flasks fihren zu geringen
Exosomenkonzentrationen im Zellkulturmedium, sodass nicht ausreichend Exosomen fir die
Stimulation der Zellen vorliegen. In den BCA-Ergebnissen der ersten Exosomenisolationen
waren die Proteinkonzentrationen durchweg zu niedrig, um damit eine ausreichende
Konzentration zur Stimulation der Zellen in den funktionellen Assays erreichen zu kbnnen. Fir
die folgenden Exosomenisolationen wurden daher zur Kultivierung der Zellen hohere

Zellzahlen verwendet. Zu hoch gewéhlte Zellzahlen fiihren zu einer Uberkonfluenz der Zellen.
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Bei einer hohen Zelldichte kann es durch Kontaktinhibition zu einer
Wachstumsverlangsamung oder einem Wachstumsstopp kommen [70]. Damit kann sich zum
Einen die Sekretion von Exosomen reduzieren, zum Anderen fuhrt dies mdglicherweise auch
zu einem Signalswitch innerhalb der produzierten Exosomen [63]. Um diese Einflisse
moglichst gering zu halten, wurden fir die gesamte Dauer der Experimente stets
gleichbleibende Zellzahlen verwendet.

Die Konfluenz der Zellen sollte am Tag der Abnahme des Exosomen-depletierten Mediums

zur Exosomenisolation und an den Tagen des Zellsplittings etwa 90 - 95% betragen.

Zur Isolation von extrazellularen Vesikeln stehen neben der in dieser Arbeit verwendeten
Ultrazentrifugation noch andere Methoden zur Verfiigung. Dazu zahlen beispielsweise die
Polymer-Prazipitation, die oft in den Isolations-Kits verwendet wird, Isolationstechniken
basierend auf Gré3enunterschieden (Size exclusion chromatography und Ultrafiltration) oder
Immunoaffinity Chromatography, bei der das Prinzip der Antikorper-Bindung zur Isolation
benutzt wird [179]. Die Methodenwahl hangt dabei von der weiteren Verwendung der
Exosomen ab, als Goldstandard gilt jedoch derzeit die Ultrazentrifugation [179]. Die
Exosomenisolation erfolgte anhand des etablierten Protokolls (Standard Operating Procedure,
SOP) unserer Arbeitsgruppe, basierend auf einer differenziellen Zentrifugation mit

anschliel3ender Ultrazentrifugation.

Im fetalen Kalberserum (FCS), das als Bestandteil der Zellkulturmedien verwendet wurde, sind
bereits extrazellulare Vesikel vorhanden. Fir die Exosomenisolation wurde zur Kultivierung
der Zellen Exosomen-depletiertes FCS (ED-FCS) verwendet. So sollte eine Verfalschung der
Ergebnisse durch die in FCS vorhandenen extrazellularen Vesikel ausgeschlossen werden.
Der Entzug aller in FCS enthaltenen Exosomen kann allerdings auch einen hemmenden
Einfluss auf die Migration und die Proliferation der Zellen haben [42,150]. Zusatzlich kann der
abrupte Wechsel auf ED-FCS die Sekretion der Exosomen dezimieren [63]. Das Exosomen-
depletierte Medium hat jedoch keinen direkten zytotoxischen Effekt innerhalb der ersten 48
Stunden [42]. In dieser Arbeit wurden 786-0O-Zellen fur 72 Stunden mit ED-FCS kultiviert und
nach Abnahme des Zellkulturmediums zur Ultrazentrifugation nicht fir Folgeexperimente
verwendet. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte fir Harnblasenkarzinomzellen
ebenfalls kein signifikanter Einfluss auf die Zellviabilitat durch Verwendung von ED-FCS im

Vergleich zu normalem FCS nachgewiesen werden [13].
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6.2 Bestatigung der Resistenz gegen Pazopanib in der Zelllinie 786-O nach

Langzeitbehandlung

786-0PR zeigte bei steigenden Pazopanib-Konzentrationen im Vergleich zu 786-OW" durchweg
eine héhere Zellviabilitat. Die Resistenz spiegelt sich auch in einer deutlich gesteigerten IC50
fur 786-OPRim Vergleich zu 786-0"T wider. Somit konnte die durch Langzeitbehandlung mit
Pazopanib induzierte Therapieresistenz bewiesen werden.

Die Moglichkeit einer Resistenzinduktion gegen Tyrosinkinaseinhibitoren in vormals sensitiven
Zellen wurde bereits mehrmals experimentell fiir unterschiedliche Karzinome nachgewiesen.
Eine Langzeitbehandlung zweier Zelllinien eines nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms
(NSCLC) mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Erlotinib  resultiert ebenfalls in einer
Therapieresistenz [47]. Im Vergleich zu Erlotinib-sensitiven Zellen zeigte sich bei beiden
Zelllinien konsekutiv eine 11- bis 22-fach hdéhere IC50 der Erlotinib-resistenten Zellen [47].
Vergleichbare Ergebnisse gibt es auch fir den Tyrosinkinaseinhibitor Osimertinib bei Zelllinien
eines NSCLC sowie fur Crizotinib, Certinib und Alectinib [80,98]. In Bezug auf das
Nierenzellkarzinom konnte ebenfalls eine Resistenzinduktion gegen den
Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib bei 786-O- und ACHN-Zellen nachgewiesen werden [71].
Nach sechsmonatiger Behandlung von 786-O wiesen die resistent gewordenen Zellen mit
24,5 ymol/l eine deutlich héhere IC50 fur Sorafenib als die sensitiven Zellen mit 8,5 umol/l auf.
Bei resistenten ACHN-Zellen betrug die IC50 10,48 pmol/l im Vergleich zu 1,95 pmol/l bei
sensitiven ACHN-Zellen. Die Dauer der Initialbehandlung betrug in der o.g. Publikation
allerdings 6 Monate, wahrend die Zellen in dieser Arbeit lediglich fir 3 Monate kontinuierlich
behandelt worden sind.

Nach Absetzen der Therapie erreichen die Zellen nach durchschnittlich 12 Wochen wieder die
urspringliche Sensibilitdt gegen Tyrosinkinaseinhibitoren [59,60]. Dieser Effekt konnte auch
experimentell validiert werden [47].

Daher wurde die Zelllinie 786-OFR fir die gesamte Dauer der Experimente weiterhin
kontinuierlich mit Pazopanib in einer Konzentration von 14 uM behandelt, um eine dauerhafte
Resistenz der Zellen zu gewahrleisten.

Zudem wurden die Experimente zur Resistenztestung und zur Analyse der Exosomeneffekte
jeweils drei Mal unabhangig voneinander durchgefihrt, um die statistische Aussagekraft zu
erhéhen. Zusatzlich wurden pro Experiment jeweils drei technische Replikate pro Zelllinie
untersucht, um Effekte durch technische Fehler zu minimieren.

Im dritten Experiment zeigt sich eine vergleichsweise hohe Zellviabilitat beider Zelllinien auch
bei hohen Pazopanib-Konzentrationen (niedrigster Wert 56,5% bei 786-O%T, 22 uM),
wahrend im ersten Experiment die Zellviabilitaitswerte unter 22 yM Pazopanib auf bis zu 25,4%
(786-0OT) gesenkt wurden.
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Bei Einzelauswertung der jeweiligen Experimente weisen die IC50-Werte eine grolde
Spannweite auf. Die generierten polynomischen Trendlinien bei Zusammenflihrung der
Einzelergebnisse der Experimente 1 bis 3 beschreiben die Daten im Vergleich zu den
Trendlinien der Einzelexperimente am genausten. Dies zeigt sich anhand der
Determinationskoeffizienten von 0,9885 fiir 786-O"T und 0,9959 fiir 786-OFR, die beide nahezu

1 betragen.

Es wurde darauf geachtet, fur die verschiedenen Experimente stets Zellen &hnlicher Passagen
zu verwenden, um den Einfluss der Zellalterung moglichst gering zu halten. Alle Experimente
zur Zellviabilitat und des Resistenznachweises wurden bei Zellpassagen zwischen 60 und 71
durchgefiihrt. Die Reaktion der Zellen auf die Medikamentengabe kann zwischen den
Experimenten jedoch variieren. Die groRe Streuung kann moglicherweise durch die
Verwendung von Zellen niedrigerer Passage erklart werden, die eine hohere
Zellproliferationsrate aufweisen. Zusatzlich wurden unterschiedliche Chargen von Pazopanib-
HCI verwendet. Ein Einfluss durch Herstellerunterschiede kann daher nicht ausgeschlossen
werden. So sind méglicherweise auch paradoxe Reaktionen der Zellen auf héhere Pazopanib-
Konzentrationen zu erklaren, wie sie im zweiten Experiment zu beobachten waren.

Um moégliche Einflisse durch variierende Medikamentenwirksamkeit gering zu halten, sollten
in zukinftigen Experimenten alle Experimente mit Pazopanib ausschlie3lich einer Charge

durchgefuhrt werden.
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6.3 Isolation und Charakterisierung der Exosomen Pazopanib-sensitiver und Pazopanib-

resistenter 786-O-Zellen

In der NTA-Messung wurde nachgewiesen, dass die isolierten Partikel den Gré3enordnungen
der Exosomen entsprechen. Dartber hinaus wurde auch die Anzahl der sezernierten Partikel
in Abhéngigkeit der Zellzahl bestimmt. Hier fiel auf, dass die resistente Zelllinie 786-OPR mehr
Exosomen sezerniert als 786-OT.

Die GroRenbestimmung der Exosomen erfolgte mithilfe der Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA). Die Messung gibt sowohl die GroRRenverteilung als auch die Konzentration der
einzelnen Partikel an [63]. Das Vorhandensein grof3erer Partikel fuhrt zu einer geringeren
Detektion kleinerer Partikel, da die Aufnahmekapazitat der Kamera durch die groReren Partikel
gesattigt ist [45,164]. Infolgedessen kann die Darstellung der GréRenverteilung der Partikel
verzerrt sein, wobei der Anteil grof3er Partikel Uber- und der Anteil kleiner Partikel unterschéatzt
wird [63]. Bei der Untersuchung derselben Exosomenprobe mit unterschiedlichen
Standardmethoden zur Messung der PartikelgréRen und Partikelkonzentration kdnnen die
Messergebnisse stark variieren, vergleicht man beispielsweise die Ergebnisse der
Elektronenmikroskopie, NTA und Durchflusszytometrie miteinander [164]. Die Schwankungen
sind mit den technischen Limitierungen der jeweiligen Methode zu erklaren, da die minimal
detektierbare PartikelgroRe der jeweiligen Messmethoden voneinander abweicht [164].
Fir NTA-Messungen liegt die untere Nachweisgrenze bei 50 nm, kleinere Partikel kénnen
durch das Mikroskop nicht erfasst werden [163]. Daher sind die prasentierten Ergebnisse der

NTA-Messungen unter Vorbehalt einer gewissen Messungenauigkeit zu betrachten.

Die Exosomen, die in der NTA gemessen wurden, waren in PBS resuspendiert und
anschlie3end erneut mit PBS verdunnt. Innerhalb der Arbeitsgruppe wurden die Vor- und
Nachteile sowohl einer Fixierung der Exosomen in Paraformaldehyd als auch der
Kryokonservierung besprochen. Aufgrund der Beobachtung einer Clusterbildung der
Exosomen nach Kryokonservierung in vorangegangenen NTA-Messungen wurden die
Exosomen unmittelbar vor der Messung isoliert. Auf eine Fixierung der Exosomen in
Paraformaldehyd wurde verzichtet, da der zeitliche Abstand zwischen Exosomenisolation und
NTA-Messung weniger als 48 Stunden betrug. Das Risiko eines madglichen Einflusses der
PFA-Fixierung auf die Partikelgré3e und -konzentration wurde daher eliminiert.

Diese Experimente miissen wiederholt werden, um statistisch valide Aussagen bezuglich der
Konzentrationsunterschiede zwischen den resistenten und parentalen Zellen treffen zu

kénnen.
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Mittels Immunoblot wurde die Expression der exosomalen Marker CD63 und Syntenin fir
Exosomen Pazopanib-sensitiver und -resistenter 786-0O-Zellen nachgewiesen. Diese
Beobachtung entsprach den erwarteten Ergebnissen.

Fur das Tetraspanin CD63 als Transmembranprotein wird in Exosomen ebenso eine
Anreicherung erwartet wie fur Syntenin [111]. CD81 als weiterer Marker fir Exosomen konnte
hier nicht nachgewiesen werden. In der Chemolumineszenz-Detektion des Immunaoblots
wurde im CD81-markierten Bereich nach kurzer Belichtungszeit (ca. 5 Sekunden) kein Signal
detektiert. Die zunachst vermutete Uberlagerung der schwachen CD81-Bande durch das
starke Signal anderer Marker hat sich nicht bestatigt. Selbst nach Erhéhung der
Belichtungszeit auf 5 Minuten und einer Detektion Uber 60 Minuten konnte kein Signal
nachgewiesen werden, das eindeutig CD81 zugeordnet werden konnte. Exosomale Marker
lassen sich prinzipiell in ubiquitdr vorkommende Proteine sowie spezifische Marker
unterscheiden [41,157,179].

Als ubiquitdr vorkommende Proteine fir die Bildung und Sekretion von Vesikeln sind
beispielsweise Hitzeschockproteine, Tetraspanine (CD63, CD81, CD9), ESCRT-abhéangige
Proteine (Alix) oder Integrine zu nennen. Spezifische Marker variieren entsprechend der
Ursprungszelle der Exosomen und sind daher zellspezifisch (CD45, MHC) [165,179]. Die
fehlende Expression von CD9 sowie die schwache Expression von CD81 bei 786-O stimmt
mit den Ergebnissen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe Gberein [79].

Die Marker Axl und c-MET gehort zu einer Gruppe von Rezeptortyrosinkinasen, die die
Zellproliferation, -invasion, -migration, -adh&sion und -Uberleben stimulieren [106,107].
In Vorarbeiten konnte nachgewiesen werden, dass ein hohes Expressionslevel von Axl
gleichzeitig mit einer reduzierten Uberlebensrate und Tumorprogression assoziiert ist [65,135].
Analog dazu wurde flir c-MET ein erhohtes Expressionslevel in Nierenzellkarzinomzellen
gezeigt [54]. Auch in Bezug auf den Marker c-MET ist eine verstarkte Expression mit
vermindertem Uberleben und einer schlechteren Prognose assoziiert [54].

Sowohl in 786-OYT als auch in 786-O°R wurden Axl und c¢c-MET in den jeweiligen

Zelllysatproben exprimiert.

Vergleichbare Ergebnisse beziiglich der zellularen Expression von Axl und c-MET gibt es auch
fur chronisch Sunitinib-behandelte 786-O-Zellen [180]. Dort zeigte sich nach Behandlung von
786-0 mit Sunitinib nach 2 Wochen eine verstarkte Expression. Dartiber hinaus wurden auch
Downstram-Signalwege von Axl und c-MET, AKT und ERK aktiviert. Diese Signalwege fordern
das Wachstum, das Uberleben und die Stoffwechselfunktionen von Tumorzellen [1][7][117].
Durch Behandlung mit Cabozantinib konnte die durch Sunitinib induzierte Aktivierung von Axl

und c-MET aufgehoben werden.
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Eine Expression in den Exosomen der jeweiligen Zelllinien wurde hingegen nicht beobachtet.
In Hinsicht auf die Expression von Axl und c-MET auf Exosomen liegen zum aktuellen
Zeitpunkt keine vergleichbaren Arbeiten vor. Allerdings konnte fiir die Resistenz gegen den
Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib in Bezug auf das Nierenzellkarzinom bereits gezeigt werden,
dass eine Therapieresistenz Uber lange nicht-kodierende RNA (IncRNA) vermittelt wird [140].
Die IncRNA, genannt IncCARSR (IncRNA Activated in RCC with Sunitinib Resistance), wird in
Sunitinib-resistenten Zellen im Vergleich zu Sunitinib-sensitiven Zellen vermehrt gefunden.
Uber eine kompetitive Bindung der miRNA-34 und miRNA-449 werden AXL/c-MET
hochreguliert, was zu einer konsekutiven Aktivierung der STAT3, AKT, und ERK-Signalwege
fuhrt. Die Moglichkeit einer Resistenzubertragung tber exosomalen Transport von INCARSR
auf sensitive Zellen wurde bewiesen [140]. Eine Resistenzibertragung mittels exosomaler
IncRNA bei Sunitinib stellt demzufolge ebenfalls eine Hypothese zur Resistenziibertragung bei
Pazopanib dar. So sind in den Exosomen moglicherweise nicht Axl und c¢c-MET selbst
exprimiert, jedoch aber die INcCARSR, die dann indirekt zur Hochregulation von Axl und c-MET

in den Zellen fuhrt.

Um diese Hypothese weiter zu lberprifen, sollte eine Expressionsanalyse von IncRNA und
auch anderen nicht-kodierenden RNAs wie miRNAs in 786-0""- im Vergleich zu 786-O"Rund
der zugehdrigen Exosomen durchgefiihrt werden. Einen mdglichen Lésungsansatz fir die
Uberwindung einer Therapieresistenz stellt eine Behandlung mit einer gegen IncARSR oder
Axl/c-MET gerichteten Locked Nucleic Acid (LNA) dar [140]. Durch diese Behandlung konnte
die Sunitinib-Sensitivitat wieder hergestellt werden. Locked Nucleic Acid (Deutsch: verbriickte
Nukleinsaure) bezeichnet eine kinstliche Nukleinsdure mit modifizierten Nukleotiden. Eine
Bestatigung des beschriebenen Zusammenhangs flr Pazopanib-resistente RCC-Zellen stellt
daher neben einer Erklarung der Resistenzentwicklung zusatzlich auch eine Therapieoption

zur Beseitigung der Tyrosinkinaseinhibitorresistenz dar.

Eine quantitative Analyse des Expressionsunterschieds von Axl und c-MET zwischen 786-OWT
WCL und 786-OPR WCL kann zuséatzliche Hinweise bezuglich der Auswirkungen einer
chronischen Pazopanib-Behandlung auf die Verdnderungen der Signalwege liefern. Um die
statistische Aussagekraft zu erhohen, musste eine mehrmalige Wiederholung der

Expressionsanalyse erfolgen.
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6.4 Nachweis der Aufnahme von Exosomen resistenter 786-O-Zellen in sensitive Zellen

Eine Aufnahme der Exosomen resistenter 786-O-Zellen wurde nach Fluoreszenzfarbung und
Inkubation fur 24 Stunden mittels Laserscanner-Imaging sichtbar gemacht.

Eine Aufnahme von Exosomen in Zellen wurde fur zahlreiche Karzinomzellen nachgewiesen,
darunter fir Mammakarzinom- oder Bronchialkarzinomzellen [28,98]. Dartiber hinaus wurde
auch die Internalisierung der Exosomen von TKI-resistenten Zellen mehrmals beobachtet
[140,180]. Die verwendeten Farbstoffe und Detektionszeiten variieren allerdings innerhalb
verschiedener  Arbeiten. Bei unzureichender Entfernung des Uberschiissigen
Fluoreszenzfarbstoffs kann es zu einer Nanopartikel-Bildung von PKH26 kommen [136]. Diese
Nanopartikel sind ebenfalls fluoreszierend, @hneln der Partikelgréf3e der Exosomen und
kénnen auch in Zellen aufgenommen werden. Um eine genaue Aussage Uber die Aufnahme
von PKH26-gefarbten Exosomen in Zellen treffen zu kénnen, sollten anschlieend an die
Farbung der Exosomen mehrere Reinigungsschritte vorgenommen werden. Durch eine
Dichtegradientenzentrifugation kdnnen die Nanopartikel von den Exosomen getrennt werden.
So werden Uberschissige Farbreste und unter Umstanden entstandene fluoreszierende
Nanopartikel entfernt. Im hier verwendeten Farbeprotokoll wurde die Uberschiissige PKH26-
Farbe durch Zentrifugation in einem Pierce™ Protein Concentrator entfernt. Die Zentrifugation
erfolgt hierbei durch eine semipermeable Polyethersulfon-Membran zur Aufkonzentrierung,
Entsalzung und zum Pufferaustausch der Proben.

Die Bildgebung mittels Laserscanner wurde singular und nur zu einem Zeitpunkt nach
Inkubation (24 Stunden) durchgefuhrt. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe erfolgte eine
Bildgebung nach mehreren Inkubationszeitraumen (1, 2, 4, 6, 12, 24 und 48 Stunden), um die
zeitliche Komponente der Aufnahme der Exosomen in die Zellen genauer zu quantifizieren
[13]. Nachdem in den ersten 6 Stunden die Mehrheit der Exosomen internalisiert wurden,
nahm das Signal der Exosomen im Zeitraum zwischen 12 und 48 Stunden kontinuierlich ab.
Anhand der Vorarbeiten mit Blasentumorzellen und Fibroblasten konnte der Aufnahmeprozess
von Exosomen in die Zellen beobachtet werden. Aufgrund der verschiedenen Tumaorentitaten
ist das Zellverhalten jedoch nur bedingt vergleichbar, da die Aufnahmekapazitdten
verschiedener Zelltypen variieren [81].

Der Messzeitpunkt wurde in dieser Arbeit nach 24 Stunden gewahlt. Da viele diskutierte
Effekte der Exosomen auf die Zellviabilitat Gber posttranslationale Modifizierungen wirken, ist
ein Effekt erst nach mehreren Stunden zu erwarten. Im Rahmen der funktionellen Assays
erfolgte die Stimulation der Zellen mit Exosomen daher jeweils nach 24 Stunden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen. So sollten mdglichst physiologische Bedingungen mit pulsatilen
Exosomensezernationen simuliert werden. Die physiologischen Effekte von Exosomen auf die

Zellviabilitat und das Zellverhalten selbst erfolgen durch Genexpression und posttranslationale
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Modifikationen. Durch die multiplen Exosomenstimulationen im Vergleich zu einer einzelnen
Stimulation sollte darUber hinaus gewéhrleistet werden, dass diese Effekte wirken kénnen. Ziel
des Laserscanner-lmaging war es, die Aufnahme fluoreszenzmarkierter Exosomen in die
786-0O-Zellen nachzuweisen. Die zeitliche Dynamik der Exosomenaufnahme war nicht

Untersuchungsgegenstand dieses Experiments.
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6.5 Analyse der Effekte der Exosomen auf die Zellviabilitat

In den funktionellen Assays zur Uberpriifung einer Resistenziibertragung durch extrazellulare
Vesikel zeichnete sich bei sensitiven 786-0O-Zellen, die mit Exosomen Pazopanib-resistenter
Zellen stimuliert wurden, ein Trend zu verbessertem Uberleben ab.

Die Mdglichkeit der Ubertragung einer Therapieresistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren
durch extrazellulare Vesikel wurde bereits mehrfach fir verschiedene Karzinome beschrieben
[28,80,98]. Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen diesbeziiglich mit bereits publizierten

Ergebnissen Uberein.

Verglichen mit den Ergebnissen vorheriger Publikationen weisen die Ergebnisse dieser Arbeit
einige Parallelen auf. Eine Stimulation sensitiver Zellen mit Exosomen TKI-resistenter Zellen
fuhrte bei Behandlung mit Pazopanib zu einer tendenziell gesteigerten Zellviabilitat im
Vergleich zu unstimulierten Zellen. Diese Ergebnisse entsprechen den Effekten von
Exosomen TKI-resistenter Zellen auf die Zellviabilitat sensitiver Zellen bei nicht-klarzelligem
Bronchialkarzinom [98]. Ein Transfer resistenter Exosomen fiihrte zu einer signifikant
gesteigerten Medikamentenresistenz bei vormals sensitiven NSCLC-Zellen. Fur Zellen eines
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC) konnte unter Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib (anti-EGFR) bereits ein verbessertes Uberleben nach
Stimulation mit Exosomen gezeigt werden [109]. Dabei wurden sensitive NSCLC-Zellen mit
Exosomen einer Gefitinib-resistenten NSCLC-Zelllinie stimuliert und anschlie3end bei
steigenden Gefitinibkonzentrationen die Zellviabilitdt in Prozent gemessen. Die mit Exosomen
stimulierten Zellen zeigten eine deutlich héhere Zellviabilitdt und auch eine signifikant héhere
IC50. Eine Stimulation der sensitiven Zellen mit eigenen Exosomen hatte keinen Einfluss auf
die Zellviabilitat.

Dies entspricht auch den Ergebnissen dieser Arbeit: Die Stimulation mit Exosomen TKI-
sensitiver Zellen fiihrte nur zu marginal verbessertem Uberleben oder hatte gar keinen Effekt
auf die Zellviabilitdt. Dieser Effekt wurde analog fiir den Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib bei
786-0O dargestellt: auch hier konnte durch Stimulation mit Exosomen sensitiver Zellen bei
Sorafenib-Behandlung kein Effekt auf das Uberleben der Zellen beobachtet werden [71].
Umgekehrt wurde fir resistente NSCLC-Zellen auch untersucht, ob durch eine Stimulation der
therapieresistenten Zellen mit Exosomen Gefitinib-sensitiver Zellen eine Sensitivitat fur
Gefitinib Ubertragen werden kann. Dieser Effekt konnte nicht nhachgewiesen werden [109].
Eine Ubertragung der Medikamenten-Sensitivitat wurde in dieser Arbeit nicht untersucht, diese

Hypothese sollte daher in kommenden Experimenten weiter tberprift werden.
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Im experimentellen Aufbau unterscheidet sich die hier prasentierte Arbeit jedoch teilweise von
denen bereits genannter Publikationen: Meist wurden die Effekte nach Stimulation mit
Exosomen sensitiver und resistenter Zellen nur unter Medikamentenbehandlung untersucht.
Teil dieser Arbeit war es auch, einen méglichen Einfluss der Exosomen sensitiver Zellen auf
die Zellviabilitat im Generellen, also ohne die Einwirkung eines Medikaments, zu untersuchen.
So sollte Gberprift werden, ob die Zellviabilitat bereits durch Zugabe von Exosomen der
eigenen Zellen beeinflusst werden kann. Hierfiir zeigte sich in den ersten beiden Experimenten
eher ein Trend zu verringerter Zellviabilitat. Im dritten Experiment hingegen konnte durch
Stimulation mit sensitiven Exosomen eine Verbesserung des Uberlebens erzielt werden, die
die Effekte der resistenten Exosomen sogar Ubertraf.

Im Gegensatz zu den Vorexperimenten wurden im dritten Experiment Exosomen verwendet,
die unmittelbar vor der Stimulation isoliert wurden. Somit entfiel der Zwischenschritt der
Kryokonservierung bei -80°C, der bei den Vorexperimenten aufgrund der Planung der
Experimente unumgénglich war. Aufgrund dieses Unterschieds im experimentellen Ablauf sind
die Ergebnisse auch nur bedingt vergleichbar. In NTA-Messungen unserer Arbeitsgruppe
wurde beobachtet, dass Exosomen nach Kryokonservierung dazu neigen, Konglomerate zu
bilden. Hierdurch kann der Aufnahmeprozess der Exosomen in die Zellen beeinflusst sein. Die
beobachteten Unterschiede sind daher mdglicherweise mit dem Vorgang der
Kryokonservierung in Verbindung zu verbringen. Eine 2-monatige Kryokonservierung von
Exosomen bei -80°C resultiert zwar in morphologischen Veranderungen, die biologische RNA-

Aktivitat der Exosomen wird allerdings nicht beeintrachtigt [174].

Im direkten Vergleich der Absorptionswerte der WST-1-Assays fielen im Rahmen der
funktionellen Assays deutlich niedrigere Werte auf als bei vorherigen Experimenten. Bereits
die mikroskopische Betrachtung der 786-O-Zellen vor Durchfiihrung der WST-1-Assays zeigte
eine starke Abnahme der Zelldichte. Im Vergleich zu Vorexperimenten ohne
Exosomenstimulation und zwischenzeitliches Subkultivieren der Zellen war die Konfluenz der
Zellen sehr niedrig. Auch die berechneten Zellviabilitatswerte lagen mit etwa 17% nach
Pazopanibbehandlung deutlich unter den Werten, die in den Vorexperimenten beobachtet
wurden. In den Experimenten zur Uberpriifung der Resistenz gegen Pazopanib lag die
Zellviabilitat von 786-O“T nach Behandlung mit Pazopanib noch bei circa 47%. Die
Zytotoxizitat von Pazopanib ist demnach in den funktionellen Assays viel starker ausgepragt
als in den Vorexperimenten.

Dieser Effekt liegt womdglich im Versuchsablauf begriindet. Die Stimulation der Zellen mit
Exosomen erfolgte tber 2 Tage, an Tag 4 wurden die stimulierten Zellen subkultiviert und
anschlieRend in eine 96-Well-Platte ausgesat. Danach wurden die Zellen ein drittes Mal mit

Exosomen stimuliert und erst 24 Stunden spater flr 72 Stunden mit Pazopanib behandelt.
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Durch die zusatzliche Strapazierung der Zellen durch den Zwischenschritt des Subkultivierens
kénnen negative Folgen auf das Uberleben und die Proliferation der Zellen nicht
ausgeschlossen werden. Mdglicherweise ist auch der Zwischenschritt des Subkultivierens fur
die oben beschriebene starke Verminderung des Zelliiberlebens zum Zeitpunkt des WST-1-
Assays verantwortlich. In zukinftigen Experimenten konnte durch den Verzicht auf das
Subkultivieren der Zellen eine Beeinflussung der Zellviabilitat minimiert werden.

Alle Experimente zur Analyse der Exosomeneffekte wurden innerhalb der Passagen 61 bis 68
durchgefiihrt. Nach Beendigung des jeweiligen Experiments wurden die verwendeten Zellen
verworfen und neue Zellen aus dem Zellstock aufgetaut, um Einfliisse durch Zellalterung
moglichst gering zu halten. Auch fir die hier durchgefiihrten Experimente wurde darauf

geachtet, stets gleichbleibende Zellzahlen zu verwenden.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigt sich ein dosisabhéngiger Effekt der Exosomen auf
die Zellviabilitat. Die grof3ten Veranderungen der Zellviabilitait waren bei der niedrigeren
Exosomenkonzentration von 8 ug/ml zu sehen. Bei der h6heren Konzentration von 20 pg/ml
ist der Effekt auf die Zellviabilitat weniger stark ausgepragt oder entfallt vollstandig. Eine
Stimulation der Zellen mit einer hdheren Exosomenkonzentration kann die Zellviabilitét nicht
weiter steigern.

In vergleichbaren Arbeiten zur Moglichkeit der Resistenziibertragung durch extrazellulare
Vesikel wurde meist nur eine Exosomenkonzentration untersucht. Die verwendeten
Konzentrationen in den genannten Publikationen schwankten hierbei zwischen 10 ug/ml [98]
und 20 ug/ml [28,71]. Damit entsprachen die Konzentrationen der GréRenordnung der in
dieser Arbeit verwendeten Exosomenkonzentrationen. Zusatzlich erfolgte die Stimulation mit
Exosomen oft als Einmalgabe in hoher Dosis [71,82,109]. Die hier durchgeftihrte, repetitive
Exosomenstimulation entspricht im Vergleich zu der einmaligen Stimulation mit Exosomen

eher dem physiologischen Zustand pulsatiler Sekretion.

In Vorarbeiten konnte bezlglich der Aufnahme von Exosomen in Zellen bereits eine
Dosisabhangigkeit nachgewiesen werden [18,21,49,90]. Ein Sattigungseffekt konnte nicht
zwangslaufig beobachtet werden, auch bei Dosen tber 100 pg/ml [18]. Im Vergleich der
Exosomenaufnahme bei verschiedenen Zelllinien jedoch zeigte sich ein fur die jeweilige
Zelllinie spezifischer dosisabhangiger Verlauf [21]. In der Arbeit von Busatto et al. wurde bei
steigenden Exosomenkonzentrationen der prozentuale Anteil fluoreszierender Zellen
untersucht. Bei hohen Exosomenkonzentrationen konnte bei einigen Zelllinien eine
Abflachung der Kurve beobachtet werden. Daraus wurde geschlossen, dass bei héheren
Konzentrationen die Aufnahme hauptsachlich tGber unspezifische Aufnahmemechanismen

erfolgt. Bei anderen untersuchten Zelllinien hingegen zeigte sich ein weiterhin tendenziell
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steigender Kurvenverlauf. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass fiir verschiedene
Zelllinien mit individuell unterschiedlichen Exosomenkonzentrationen gearbeitet werden sollte.
Im Fall der vorliegenden Arbeit kann daher die hohere Exosomenkonzentration von 20 pg/ml
bereits die Dosis sein, bei der ein Sattigungseffekt eintritt. Um dies weiter zu evaluieren, sollten
zusatzliche Experimente zur Dosisfindung angeschlossen werden.

Die Aussage eines in vitro durchgefiihrten Experiments ist immer nur bedingt auf die in vivo
Situation Ubertragbar. Weitere Analysen der Effekte von Exosomen in vivo sind daher

unerlasslich.

Im Hinblick auf das Nierenzellkarzinom wurde sowohl fiir 786-O- als auch fir ACHN-Zellen
eine Ubertragung der Resistenz gegen Sorafenib beschrieben, wie bereits oben dargestellt
[71]. In weiteren Analysen dieser Exosomen wurde deutlich, dass die Expressionslevel von 17
verschiedenen miRNAs in den Exosomen resistenter 786-0-Zellen im Vergleich zu sensitiven
Zellen um mehr als das doppelte hochreguliert waren [71]. Insbesondere fiir miR-31-5p
wurden bezuglich einer Sorafenib-Resistenz bei 786-O die hochsten Expressionslevel
nachgewiesen.

Die Rolle der miRNAs im Nierenzellkarzinom wird derzeit ausgiebig erforscht. Hierbei konnten
bereits zahlreiche mMiIRNAs identifiziert werden, die mit der Prognose assoziiert sind
[61,129,138,147]. Fiur metastasierte Nierenzellkarzinome konnte eine herabgesetzte
Expression verschiedener miRNA gezeigt werden, dazu z&hlen beispielsweise miR-10a,
miR-10b, miR-29a, miR-221 und miR-451 [72]. Eine Hochregulation von miRNA-23a-3p oder
MiRNA-486 wurde mit einem reduzierten Gesamtiiberleben bei Patienten mit klarzelligem
Nierenzellkarzinom assoziiert [72]. Da verstarkte Expressionslevel einiger miRNAs mit einer
schlechteren Prognose verkniupft sind, kdnnen individuell bestimmte Expressionslevel
ebenjener mMiRNAs mdoglicherweise auch als prognostische Marker relevant werden
[61,73,141]. In derzeitiger Ermangelung eines spezifischen Tumormarkers fir das

Nierenzellkarzinom wére dies von grof3er Bedeutung.

Das genaue Verstandnis der molekularen Mechanismen einer Ubertragung der
Therapieresistenz gegen Tyrosinkinaseinhibitoren ist fir die Uberwindung einer Resistenz
unerlasslich. In dieser Arbeit wurde die Madoglichkeit der Resistenziibertragung durch
exosomale Kommunikation der Tumorzellen untereinander untersucht, die dabei ablaufenden

molekularen Prozesse miuissen allerdings weiterhin eingehend erforscht werden.
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7. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die vorliegende Arbeit bestatigt eine Beteiligung von Exosomen an der Vermittlung einer
Therapieresistenz bei Nierenzellkarzinomzellen. Es konnte nachgewiesen werden, dass durch
Langzeitbehandlung mit Pazopanib eine Resistenz in vormals sensitiven Zellen induziert
werden kann und die sezernierten Exosomen in sensitive Zellen aufgenommen werden.
Zusatzlich zeigen die Analysen, dass neben Exosomen resistenter Zellen auch die Exosomen
sensitiver Zellen das Uberleben sensitiver Zellen beeinflussen. Jedoch sind die beobachteten
Unterschiede nicht statistisch signifikant und konnen daher lediglich als Trend beurteilt
werden.

Um die vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit zu validieren, sind daher weitere Experimente
notwendig. Durch eine Umstrukturierung des Versuchsablaufs konnen mdgliche Fehlerquellen
minimiert und die Aussagekraft der Ergebnisse verbessert werden. Eine Optimierung der
Methode zur Exosomenisolation wirde es z.B. erlauben, auf den Zwischenschritt der
Kryokonservierung zu verzichten und so mogliche Veranderungen der Exosomenstruktur und
-funktion auszuschliel3en.

Im weiteren Verlauf sollte die Expression von IncRNA und das miRNA-Profil in 786-O"'- und
786-OPR-Zellen untersucht und verglichen werden, um zusétzlich zum Verstandnis
molekularer Mechanismen der Resistenzentwicklung méglicherweise auch einen Ansatz zur
Uberwindung der Therapieresistenz zu etablieren.

Eine genauere Charakterisierung der Exosomen resistenter Tumorzellen kann ebenfalls dazu
dienen, pradiktive Marker des Nierenzellkarzinoms zu finden, mithilfe derer méglicherweise
auch das Therapieansprechen tUberwacht werden kann. Aufgrund des einfachen und wenig
invasiven Zugangs zu Untersuchungsmaterial waren Exosomen aus dem Blut als pradiktive
Marker hervorragend geeignet. Dadurch wére eine individuelle Therapieanpassung méglich.

Durch die Uberwindung oder sogar Pravention einer Resistenzentwicklung unter Therapie
konnte das Uberleben von Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom weiter verbessert
werden. Wenn eine zielgerichtete systemische Therapie weiterhin wirksam bleibt, kann so
womoglich der Metastasierungsprozess verlangsamt oder die weitere Metastasierung sogar

gestoppt werden.
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