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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Prostatakarzinome

Prostatakarzinome sind maligne Tumoren der Vorsteherdriise, die, wie der Begriff Karzinom
definiert, aus entarteten Zellen epithelialer Herkunft bestehen (RKI 2014). Genauer sind es
in 98% der Fille Adenokarzinome, also bosartige Tumoren, die von Driisengewebe ausgehen
(RKI 2014). Sehr selten geht der Tumor von neuroendokrinen Zellen aus. Mit 23% aller
maligner Neuerkrankungen bei Minnern ist das Prostatakarzinom die eindeutig haufigste,
gefolgt vom Lungenkarzinom mit 13,9%. Diese 23% entsprachen 2014 57 400 Neu-
erkrankungen in Deutschland (RKI 2014). Das mittlere Erkrankungsalter lag dabei bei 72
Jahren, wobei das Risiko zu erkranken mit dem Alter ansteigt. Je hoher also das Alter eines
Mannes, desto wahrscheinlicher wird die maligne Entartung des Driisengewebes der
Prostata. Die aktuelle demographische Entwicklung, besonders die Tatsache, dass die
Lebenserwartung weiter ansteigt, wird also voraussichtlich zu einer Zunahme der
behandlungsbediirftigen Prostatakarzinomfille fithren. Obwohl die Privalenz hoher liegt als
bei allen anderen bosartigen Tumorerkrankungen, ist die Mortalitit vergleichsweise niedrig.
Die altersstandardisierte 5-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnose liegt bei 91%, das relative
10-Jahres-Uberleben bei 90% (RKI 2014). Trotz dieser scheinbar guten Uberlebenschancen
ist das Prostatakarzinom mit einer standardisierten Sterberate von 19,7% nach wie vor die
zweithdufigste tumorbedingte Todesursache in Deutschland (RKI 2014). Diese Zahlen
zeigen, dass ein noch besseres Verstindnis von der Entstehung von Tumoren, deren
Progress, sowie Ansatzmoglichkeiten fiir die gezielte Therapie, nétig ist. Die Gefahr geht
beim Prostatakarzinom nicht vom Primartumor aus, der zwar die Lebensqualitit deutlich
einschrinkende Beschwerden wie Harnverhalt, Schmerzen beim Wassetlassen, Erektions-
storungen sowie weitere lokale Stérungen verursachen kann, sondern von den Schiden, die
seine Metastasen, die bevorzugt Knochen (85% der Fille, davon 90% osteoblastisch, also
Knochen aufbauend), vor allem Wirbelsiule, Oberschenkel und Becken sowie seltener
Leber, Lunge und Gehirn befallen, verursachen (Hautmann und Gschwend 2014).

Ein Ansatz der steigenden Inzidenz zu begegnen, ist die Empfehlung, ab dem 45. Lebensjahr
eine Screeninguntersuchung mit quantitativer Bestimmung des prostataspezifischen
Antigens  (PSA), sowie digital rektaler Untersuchung anzubieten (S3-Leitlinie
Prostatakarzinom 2018). Je nach PSA-Wert werden dann die Zeiten bis zur nichsten

Kontrolluntersuchung festgelegt. Eine europaweite, multizentrische Studie zeigte auf, dass
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in der Screeninggruppe von 10 000 Minnern zwolf weniger an einem Prostatakarzinom
sterben, als in der Kontrollgruppe (Schréder et al. 2014). In der Screeninggruppe wurden
jedoch 340 Karzinome pro 10 000 Minner mehr diagnostiziert als in der Kontrollgruppe
(Schroder et al. 2014). Das bedeutet, dass eine Vielzahl an Patienten mit den teilweise
gravierenden Nebenwirkungen der Behandlung, sowie der enormen psychischen Belastung
einer Krebsdiagnose zu kimpfen hatte, obwohl dies fiir ihre Uberlebenszeit méglicherweise
keinen Vorteil brachte. Dies ist vor allem auf das Auftreten sogenannter latenter
Prostatakarzinome zurlickzufihren, die als Frihform klinisch manifester Prostatakarzinome
interpretiert, und bei 40% der tiber 60-Jdhrigen gefunden werden kénnen (Hautmann und
Gschwend 2014). Warum einige davon klinisch nicht manifest werden, ist bisher nicht geklirt
und Bestandteil aktueller Forschung. Daher beruht die aktuelle Empfehlung zum Thema
PSA-Screening  der  Arbeitsgemeinschaft der  Wissenschaftlichen — Medizinischen
Fachgesellschaften e.V., der Deutschen Krebsgesellschaft e.V. und der Deutschen
Krebshilfe, die gemeinsam die aktuelle S3-Leitlinien herausgegeben haben, auf der
sogenannten ,,guten klinischen Praxis® (S3-Leitlinie Prostatakarzinom 2018). Der Patient soll
also umfassend tber alle Vor- und Nachteile des Screeningverfahrens sowie vor allem tiber
die méglichen Konsequenzen eines positiven Testergebnisses aufgeklirt werden, um dann
eigenstindig eine Entscheidung dartiber fillen zu koénnen, ob er die Untersuchung
durchfihren lassen mochte. Die Leitlinie weist dabei explizit darauf hin, dass Manner
dartiber aufgeklirt werden sollten, dass das Risiko an einem Prostatakarzinom zu versterben
in Deutschland bei etwa 3% liegt und die Fritherkennung dieses Risiko auf 2,4% bis minimal
1,8% senken kann.

Die Behandlung des Prostatakarzinoms richtet sich, dhnlich anderer Tumorerkrankungen,
stark danach, in welchem Stadium der Erkrankung die Diagnose erfolgt. Die Stadien werden
nach UICC (Union International Contre le Cancer) anhand der TNM-Klassifikation in
Stadium 1 bis 4 eingeteilt. Ein kurativer Behandlungsansatz ist dabei nur in den Stadien 1 bis
3 gegeben, die eine lokale Ausbreitung des Tumors ohne Fernmetastasierung beinhalten. Bei
Diagnose im Stadium 4 ist eine palliative Versorgung indiziert (S3-Leitlinie Prostatakarzinom
2018). Ein weiteres Mal3 zur Abschitzung des Risikoprofils, neben der Bestimmung der
Tumorausbreitung, ist der Gleason-Score. Dieser ist eine rein histologische Einteilung, die
nur in der Klassifizierung von Prostatakarzinomen Anwendung findet. Zur Sicherung der
Diagnose soll bei dringendem Verdacht auf ein Prostatakarzinom eine transrektale
Stanzbiopsie mit mindestens 10— 12 Biopsieproben durchgefihrt werden (S3-Leitlinie

Prostatakarzinom 2018). Die Biopsieproben werden nun graduell nach ihrer Differenzierung
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eingeteilt. Gewebeproben, die morphologisch gesundem Prostatagewebe am nichsten sind,
erhalten den Gleason-Wert eins, diejenigen, die am wenigsten Ahnlichkeit mit gesundem
Prostatagewebe haben, werden mit fiinf bewertet, entsprechende Abstufungen mit zwei bis
vier. Der Score errechnet sich dann aus dem Wert, der in den Biopsieproben am hiufigsten
gefunden wurde addiert zu dem hochsten gefundenen Wert. Somit reicht der Gleason-Score
von zwei bis zehn, wobei Karzinome mit einem Score > sieben als prognostisch ungtinstig
bezeichnet werden (Hautmann und Gschwend 2014).

Tumore, die bei Diagnose lokal begrenzt sind, kénnen durch verschiedene Methoden
therapiert werden. Eine Option ist die chirurgische Therapie im Sinne einer radikalen
Prostatektomie sowie Lymphadenektomie des kleinen Beckens. Die Operation kann bei
addquater Durchfihrung Heilung bringen, jedoch auch die Lebensqualitit stark
einschrinkende Nebenwirkungen wie Harninkontinenz und erektile Dysfunktion
verursachen. Dem gegentiber steht die Strahlentherapie, die entweder von auflen als
perkutane Hochvolt-Radiotherapie oder als so genannte ,Jow dose rate® Brachytherapie
erfolgen kann, bei der radioaktive Korner bestehend aus Jod oder Palladium,
sonographiegestiitzt in die Prostata eingebracht werden (Hautmann und Gschwend 2014).
Auch eine Bestrahlung kann wirksam sein, birgt jedoch die Gefahr von Nebenwirkungen wie
Prostatitis, Harninkontinenz und Impotenz (Hautmann und Gschwend 2014). Die dritte
Therapieoption bei lokal begrenzten Karzinomen, die vor allem fiir Patienten mit niedrigem
Gleason-Score, also niedrigem Risikoprofil geeignet ist, und so auch in der S3-Leitlinie
festgehalten wurde, besteht in der so genannten ,,active surveillance®. Das bedeutet, dass die
Patienten weder operiert noch bestrahlt werden, sondern sich unter aktiver Beobachtung der
Arztin/des Arztes, im Sinne regelmiBiger Kontrollen des PSA-Wertes, des Tastbefundes in
der digital-rektalen Untersuchung oder weiterer Stanzbiopsien, befinden.

Das ist méglich, weil Prostatakarzinome in der Regel nur langsam wachsen und je nach Alter
des Patienten die Behandlungsnebenwirkungen schwerwiegender wiren als die
voraussichtlich durch den Tumor bis zum Lebensende verursachten Beschwerden (S3-
Leitlinie Prostatakarzinom 2018). Fur Patienten in noch hoherem Lebensalter und ebenfalls
niedrigem Gleason-Score kommt aulerdem das so genannte ,,watchful waiting® in Frage, bei
dem eine symptomorientierte, palliative Behandlung im Vordergrund steht (S3-Leitlinie
Prostatakarzinom 2018). Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren sowie Lymphknoten- oder
Fernmetastasierung besteht das Behandlungskonzept in der radikalen Entfernung der
Prostata inklusive der Lymphknoten im Abflussgebiet oder in der Bestrahlung betroffener

Gebiete. Beide Optionen werden bei diesem Tumorstadium mit einer antiandrogenen



Einleitung

Therapie kombiniert, die heute hauptsichlich mit GNRH-Analoga durchgefithrt wird,
welche nach kurzem Anstieg der Testosteronkonzentration zu einem Absinken selbiger auf
Kastrationsniveau fithren (Hautmann und Gschwend 2014). Diese Therapieoption kann
funktionieren, da Prostatagewebe erst durch Testosteron am Leben gehalten wird (ohne
Testosteron atrophiert die Prostata). Bis zu 80% der Tumorzellklone sind auch nach
Entartung noch hormonsensitiv (Hautmann und Gschwend 2014). Rezidive nach
Hormonablation bestehen daher hiufig aus hormoninsensitiven Klonen, diese Tumoren
werden dann als kastrationsresistent bezeichnet. Die Therapie selbiger ist wenig
erfolgversprechend und besteht aus Symptombehandlung sowie der Gabe des Spindelgiftes
Docetaxel aus der Familie der Taxane (Hautmann und Gschwend 2014). Die Erforschung
weiterer diagnostischer und therapeutischer Mittel ist also nétig, um die Erkennung und

Behandlung des Prostatakarzinoms in Zukunft noch effizienter zu gestalten.

1.2 Extrazellulare Vesikel

Extrazellulire Vesikel sind kugelférmige, von einer Lipiddoppelschicht umgebene Partikel,
die von allen bisher untersuchten Zellen des Korpers, auch entarteten, sezerniert und
aufgenommen werden kénnen (Tetta et al. 2012). Erstmals wurden extrazellulire Vesikel in
den 1960er Jahren von Godman und Porter beschrieben, denen bei elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen von Chondroblasten einer Maus membranumschlossene,
extrazellulire Gebilde in unterschiedlicher Gro3e auffielen. Die verschiedenen Populationen
extrazellulirer Vesikel unterscheiden sich in ihrer zelluliren Herkunft, der GréB3e, sowie ihrer
Funktion. Zu nennen sind in diesem Zusammenhang grof3e Onkosomen mit 1-10 pum, die
bisher nur in einzelnen Tumorentititen wie Hirn- und Prostatatumoten beschrieben werden
konnten und deren Funktion Gegenstand aktueller Forschung ist (Di Vizio et al. 2009).
Weiterhin zu nennen sind Apoptosekorperchen, die mit 1000-5000 nm den grofiten
Vertreter extrazellulirer Vesikel in nicht tumordsen Zellen darstellen, gefolgt von
Mikrovesikeln mit 150-1000 nm Durchmesser und Exosomen mit 30-150 nm Durchmessert.
Apoptosekorperchen entstehen, wie der Name bereits verrit, bei der Apoptose und
enthalten, fiir die umliegenden Zellen potenziell toxisches, ehemals intrazellulires Material
und stehen aktuell ebenfalls im Fokus der Wissenschaft (Atkin Smith et al. 2017). Die in
dieser Arbeit betrachteten extrazelluliren Vesikel sind Mikrovesikel und Exosomen.

Exosomen werden intrazellulir, in so genannten multivesicular bodies (IMVB), durch nach innen
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gewandtes Ausknospen der Membran, im Sinne intraluminaler Vesikel (ILV), gebildet. Diese
MVB entsprechen spiten Endosomen (Adell et al. 2014). Fir die Bildung und Beladung der
1LV ist der endosomal sorting complex required for transport, ESCRT-Komplex verantwortlich. Die
MVB werden nun entweder zur Fusion mit dem Lysosom, und somit der Verdauung deren
Inhalts, oder zur Fusion mit der Plasmamembran und somit zur Sezernierung der ILV in den
Extrazellularraum, die dann Exosomen genannt werden, dirigiert (Buschow et al. 2009). Wie
genau entschieden wird, ob MVB degradiert oder mit der Plasmamembran fusioniert werden
und welche Stoffe daran beteiligt sind, ist Gegenstand aktueller Forschung. Mikrovesikel
entstehen durch direktes Ausknospen der Plasmamembran, wobei dies durch diverse
Faktoren, wie der Lipidkomposition des entsprechenden Membranabschnitts, der
Kalziumkonzentration oder der Aktivitit bestimmter Enzyme beeinflusst werden kann
(Minciacchi et al. 2015). Sie pelletieren in der Ultrazentrifugation bei 14 000 g, Exosomen
bei 100 000 g (Menck et al. 2017). Da jedoch ohne Elektronenmikroskopie keine genaue
Aussage dartiber getitigt werden kann, ob bei 100 000 g tatsichlich nur Exosomen oder bei
14 000 g ausschlieBlich aus der Plasmamembran hervorgegangene Mikrovesikel pelletiert
wurden, wird in dieser Arbeit die Terminologie der p14- und der p100-Fraktion verwendet.
Extrazellulire Vesikel stellen eine Form der interzelluliren Kommunikation dar und kénnen
zu langfristigen, unter Umstidnden pathogenen, Verinderungen zelluliren Verhaltens fithren
(Menck et al. 2017). Sie kénnen zu diesem Zweck diverse Beladungen wie beispielsweise

Proteine, diverse RNA Populationen oder DNA transportieren (Colombo et al. 2014).

1.3 Extrazellulire Vesikel und Krebs

Bosartige Tumoren nutzen Vesikel, um diverse, fur ihren Progress und ihre Metastasierung
noétige, Prozesse zu unterstiitzen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass Karzinome
thre Mikroumgebung, mithilfe tiber extrazellulire Vesikel sekretierter Metalloproteinasen,
degradieren kénnen, um Raum fir die eigene Ausdehnung zu schaffen (Yue et al. 2015). Des
Weiteren wurde gezeigt, dass extrazellulire Vesikel an der Ausbildung und Stabilisierung von
Zellprotrusionen im Sinne von Invadopodien beteiligt sind, die zur Migration bendtigt
werden (Hoshino et al. 2013). Einer der schwerwiegendsten Prozesse, an denen extrazellulire
Vesikel beteiligt sind, ist die Metastasierung bosartiger Tumoren. Dabei konnen Vesikel iiber
Lymph- oder Blutgefile an vom Primirtumor entfernte Stellen im Korper gelangen. IThre

Beladung kann dann zu erhohter GefiBlpermeabilitit, zur Rekrutierung von
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Knochenmarksstammzellen sowie zur Induktion von Umbauprozessen der extrazelluliren
Matrix fithren. Zusammengenommen koénnen diese Prozesse als Formung einer
sogenannten prametastatischen Nische bezeichnet werden (Tkach und Théry 2016). Diese
ermoglichen es metastatischen Zellen, leichteren Zugang zum Zielorgan zu erlangen und
erhohen damit die Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen Metastasierung (Liu und Cao
2016). Des Weiteren nutzen Tumoren extrazellulire Vesikel, um die Immunreaktion, die sie
hervorrufen, zu threm Vorteil zu modulieren (Colombo et al. 2014). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass extrazellulire Vesikel in der Entwicklung von Therapieresistenzen in der
Krebsbehandlung involviert sein konnen, indem in ihnen bereits in den Intrazellularraum
gelangte Medikamente wieder aus der Zelle transportiert werden kénnen (Soekmadji und
Nelson 2015). Extrazellulire Vesikel scheinen also eine signifikante Rolle in der Entstehung,

dem Progress und der Metastasierung von Tumoren zu spielen.

1.4 Neutrale Sphingomyelinasen

Zur Familie der humanen Sphingomyelinasen (Smase) gehéren finf Enzyme, die in
unterschiedlichen zelluliren Kompartimenten, bei je unterschiedlichen pH-Optima von
sauer Uber neutral bis basisch, die Hydrolyse des Hauptbestandteils humaner Zellmembranen
Sphingomyelin zu Ceramid und Phosphorylcholin katalysieren (Airola und Hannun 2014).
In dieser Arbeit wurde die funktionelle Relevanz zweier der Sphingomyelinasen mit
neutralem pH-Optimum (nSmase), mit den Gennamen SMPDZ2 und SMPD3 untersucht.
nSmasel (SMPD2) ist ein aus 423 Aminosiuren bestehendes Enzym, das neben seinem
katalytischen Zentrum an Position 272 eine Metallbindestelle an Position 49 besitzt
(uniprot.org). Diese ist notwendig, um den fiir die Katalyse nétigen Cofaktor Magnesium
binden zu kénnen. nSmasel liegt membrangebunden an der cytoplasmatischen Seite der
Zellmembran vor. Neutrale Sphingomyelinase 2 (SMPD3) besteht aus 655 Aminosauren, hat
ein katalytisches Zentrum an Position 639, sowie eine Metallbindestelle fir Magnesium an
Position 364 (uniprot.org). Des Weiteren verfiigt nSmase2 tber eine posttranslationale
Modifikation im Sinne einer S-Palmitoylierung. Palmitinsdure ist dabei an bis zu finf
Positionen mit Cystein verestert und dient als Membrananker. Somit kann das Protein, je
nach Modifikation, sowohl frei im Cytosol, als auch membranassoziiert an Golgi-Apparat
und Zellmembran vorliegen (uniprot.org). Beide Enzyme sind fiir die Bildung von Ceramid
notwendig und spielen daher sowohl eine zentrale Rolle im Lipidstoffwechsel der Zellen, als

auch in der Ceramid-vermittelten Apoptose (Airola und Hannun 2014). Die beiden neutralen



Einleitung

Sphingomyelinasen kénnen durch GW4869 konzentrationsabhingig fir einen begrenzten
Zeitraum nicht-kompetitiv inhibiert werden (Luberto et al. 2002). Neben ihrer Beteiligung
an Lipidstoffwechsel und Apoptose spielen neutrale Sphingomyelinasen in der Sekretion
extrazellulirer Vesikel eine wichtige Rolle. Menck et al. konnten 2017 zeigen, dass eine
Inhibition der neutralen Sphingomyelinasen zu einem verinderten Vesikelsekretions-
verhalten der Brustkrebszelllinie SKBR3 fuhrt. Sie konnten beweisen, dass die
Konzentration sekretierter Mikrovesikel unter Inhibition der neutralen Sphingomyelinasen
ansteigt, wohingegen die Konzentration sekretierter Exosomen abnimmt. Weiterhin war eine
Verinderung der Proteinkomposition, im Sinne vermehrt durch Mikrovesikel sekretierter

Wnt-Proteine, zu beobachten.

Die Untersuchung der funktionellen und diagnostischen Relevanz neutraler
Sphingomyelinasen in der Sekretion extrazellulirer Vesikel aus Karzinomen soll daher das
Ziel dieser Arbeit sein. Zur Erarbeitung der Ergebnisse wurden die folgenden Leitfragen

genutzt:

D Besteht ein Zusammenhang zwischen nSmase-Gewebefirbung und

Tumorprogress?

11) Andert sich die Anzahl sekretierter Vesikel nach &nockdown oder Inhibition der

neutralen Sphingomyelinasen?

II)  Andert sich die Proteinkomposition der Vesikel nach Inhibition der neutralen

Sphingomyelinasen und birgt dies diagnostische Relevanz?

IV)  Gibtes Unterschiede im Migrationsverhalten der Zellen, wenn nSmasen inhibiert

werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 1 — Gerite

Gerit

Hersteller

Accu-Jet pro

Brand, Hamburg, Deutschland

Axioplan 2 inkl. AxioCam HRc

Zeiss, Jena, Deutschland

Axiovert 25

Zeiss, Jena, Deutschland

BBD 6220 Inkubator

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Biofuge fresco

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Casy Zellzahler

Schirfe Systeme, Reutlingen, Deutschland

Centrifuge 5810R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Centro LB 960 Luminometer

Berthold Technologies, Bad Wildbad, Deutschland

Consort E-143

Consort, Turnhout, Belgien

IncuCyte S3

Essen BioScience, Inc., Ann Arbor, USA

Labofuge 400R Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
LLG uniroller 10 Lab Logistics Group, Meckenheim, Deutschland
MBT 250 Heizblock Kleinfeld Labortechnik, Gehrden, Deutschland

Megafuge 1.0R

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Micro Star Centrifuge

VWR, Darmstadt, Deutschland

Mini Blot Module Thermo Fisher, Waltham, USA

Mini Gel Tank Thermo Fisher, Waltham, USA

NanoDrop 2000c Thermo Fisher, Waltham, USA

NanoSight Malvern Panalytical GmbH, Kassel, Deutschland
Odyssey CLx Imager Li-Cor, Lincoln, USA

Optima LE-80K Ultracentrifuge

BeckmannCoulter, Brea, USA

Optima TL Ultracentrifuge

BeckmannCoulter, Brea, USA

pH-Meter

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Pipetus-akku,

Hirschmann Laborgerite, Eberstadt, Deutschland

Plattformschiittler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach, Deutschland

RM 5 Taumelrollenmischer

Hecht Assistent, Sondheim/Rhon, Deutschland
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Gerit Hersteller
R937 Microwave Sharp, Osaka, Japan
Stemi DV4 Zeiss, Jena, Deutschland

ThermoStat plus

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Vortex Genie 2

Scientific Industries, Bohemia, USA

Waage CP224S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Tabelle 2 — Verbrauchsmaterialien

Produkt

Hersteller

Blotting Papier

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Bolt 4-12% Bis-Ttis Plus Gel
x10 well / <12 well /| <15 well

1mm

Thermo Fisher, Waltham, USA

Deckglif3er 24x60mm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Falcon Rohrchen 15ml + 50ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Filtertips 10ul , 200l +1000 pl

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Mikroplatte 96-we//, Rund, Flachboden,
weil3

Greiner Bio One, Kremsmiunster, Osterreich

Prostate cancer tissue array PR242b

US Biomax, Derwood, USA

Prostate cancer tissue array PRS0OS

US Biomax, Derwood, USA

PVDF Transfermembran

Thermo Fisher, Waltham, USA

Reaktionsgefifle 0,5ml, 1,5ml + 2ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipette 1ml, 5ml, 10 ml +
25ml

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Spritze, 1ml

B Braun, Melsungen, Deutschland

Zellkulturflasche, 25cm® + 75cm? mit

Filterdeckel

Greiner Bio One, Kremsmunster, Osterreich

Zellkulturschale, d=145mm

Greiner Bio One, Kremsmunster, Osterreich

6-well Zellkulturplatte

Greiner Bio One, Kremsmiunster, Osterreich
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Tabelle 3 — Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Albumin far Mikrobiologie (BSA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Bicine

Biomol, Hamburg, Deutschland

BisTris

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Complete proteinaseinhibitor tablets

Roche, Basel, Schweiz

DAB

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dilutionbuffer

Screenfect, Eggenstein, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPOy)

Merck, Darmstadt, Deutschland

DMEM Powder Thermo Fisher, Waltham, USA
EDTA Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol 99,9% Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
ExtrAvidin Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycerin Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
GW4869 Merck, Darmstadt, Deutschland

Hiamalaun Losung sauer nach Mayer

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Igepal

Merck, Darmstadt, Deutschland

Isopropanol

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Thermo Fisher, Waltham, USA

Kaliumhydrogenphosphat (KH,POy)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdeoxycholat

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumlaurylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Methanol 99,9% Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
MOPS Catl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roti-Histokitt IT Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
RPMI 1640 Thermo Fisher, Waltham, USA

Screenfect A

Screenfect, Eggenstein, Deutschland

Screenfect siRNA

Screenfect, Eggenstein, Deutschland

Sucofin skimmed milk powder

TSI, Zeven, Deutschland

Tris

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Chemikalien

Hersteller

Triton X 100 Solution

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween 20

Merck, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid (H2Oz) 30%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol 99,9%

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

0,25% Trypsin-EDTA

Thermo Fisher, Waltham, USA

Tabelle 4— Medien, Lésungen und Puffer

Medien, Lésungen, Puffer Zutaten
Blockierlosung Western Blot 5% skimmed milk powder in TBS-T
Blockierl6sung Immunhistochemie 5% BSA in PBS

DMEM (1L)

1g DMEM Powder, 3,7¢ NaHCO;, pH
adjust to 7,2-7,4 with HCL

Finfriermedium

90% FCS, 10% DMSO

GW4869 Losung

Img in 5ml DMSO

20x MOPS running buffer

1M MOPS, 1M Tris Base, 69,3mM SDS,
20,5mM EDTA pH 8,0

20x NuPage transfer buffer

500mM Bicine, 500mM BisTfxis,
20,5>mM EDTA pH 8,0

10x PBS (500ml)

0,68M NaCl, 0,013M KC,
0,04M Na,HPO.x2H,0, 0,007M KH,PO,

PBS-T

1x PBS, 0,1% Tween 20

Peroxidaseblockierlésung IHC

3% H»0O, in PBS

RIPA Lysepuffer

50mM TrisHCL.  pH 7,5, 150mM NaCl,
1% Igepal, 0,5% Natriumdeoxycholat,
0,1% SDS

2x SDS loading dye

100mM TrisHCL pH 6,8, 4%SDS,
0,2% Bromphenolblau, 20% Glycerin,
200mM B-Mercaptoethanol

20x TBS

TBS-T

1x TBS, 0,02% Tween 20
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Medien, L6ésungen, Puffer Zutaten
Washing | binding buffer 150mM KCl,  50mM TrisHCI ~ pH 7,5,
1% Triton X-100
Zellkulturmedium DMEM DMEM + 10% FCS
Zellkulturmedium RPMI 1640 RPMI 1640 + 10% FCS
Tabelle 5— Antikérper
Antikoérper Hersteller Verdiinnung WB Verdiinnung IHC

Goat  polyclonal — anti
ALIX

Santa Cruz, Dallas,

USA

1:1000 in TBST

Rabbit polyclonal anti

Androgenreceptor

Abcam, Cambridge,
UK

1:50 in 1xPBS
5% BSA

Mouse monoclonal anti

CD&1

Biolegend, San

Diego, USA

1:1000 in TBST

Mouse monoclonal anti
EMMPRIN = CD
147

Santa Cruz, Dallas,

USA

1:1000 in TBST

Mouse monoclonal anti

Flotillin-1

Becton Dickinson,

Franklin Lakes, USA

1:1000 in TBST

Mouse monoclonal anti

GAPDH

Merck, Darmstadt,
Deutschland

1:3000 in TBST

Mouse monoclonal anti

histone H2B

Abcam, Cambridge,
UK

1:50 in 1xPBS
5% BSA

Mouse monoclonal anti

HSC 70

Santa Cruz, Dallas,

USA

1:1000 in TBST

Rabbit polyclonal anti
SMPD2

Merck, Darmstadt,
Deutschland

1:1000 in TBST

1:50 in 1xPBS
5% BSA

Rabbit polyclonal anti
SMPD3

Santa Cruz, Dallas,

USA

1:1000 in TBST

1:50 in 1xPBS
5% BSA
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Antikorper Hersteller Verdiinnung WB | Verdiinnung THC
Mouse monoclonal anti | Santa Cruz, Dallas, | 1:1000 in TBST 1:50 in 1xPBS
SMPD3 USA 5% BSA
Rabbit monoclonal anti | Abcam, Cambridge, | 1:1000 in TBST
Syntenin UK
Mouse monoclonal anti | Abcam, Cambridge, | 1:1000 in TBST
TSG101 UK
Mouse monoclonal anti | Santa Cruz, Dallas, | 1:1000 in TBST
acetylated o-Tubulin USA
Rabbit polyclonal anti | Abcam, Cambridge, | 1:1000 in TBST
Wnt3a UK
Rabbit polyclonal anti | Santa Cruz, Dallas, | 1:1000 in TBST
Wnt5a USA
Tabelle 6 — Zelllinien
Zelllinie Ursprung/Hersteller
PC3 Knochenmetastase  eines  64-jihrigen
Kaukasiers mit Prostatakarzinom
Dul45 Hirnlision eines 69-jahrigen Kaukasiers mit

Prostatakarzinom

Leukimie

und

lymphatischer

Tabelle 7— Software

Software Hersteller
Excel Microsoft, Redmond, USA
GraphPad PRISM 6.02 GraphPad Software Inc, San Diego, USA

Image Studio Software

Licor, Lincoln, USA

MicroWin200 Lite Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, Deutschland
NanoDrop 2000c Thermo Fisher, Waltham, USA
NanoSight 2.3 Malvern Panalytical GmbH, Kassel, Deutschland
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Software Hersteller

Powerpoint Microsoft, Redmond, USA
Word Microsoft, Redmond, USA
Fiji GitHub, San Francisco, USA
Venny 2.1 BiolnfoGP, Madrid, Spanien

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden die Zelllinien PC3 und Dul45 genutzt. Beide stammen aus
metastatischen Lisionen von Patienten mit Prostatakarzinomen und werden schon seit den
1970er Jahren kultiviert und far zz vitro Versuche genutzt (Stone et al. 1978; Kaighn et al.
1979).) Aliquots beider Zelllinien wurden durch das Labor von Oliver Hahn, aus der
Abteilung Urologie der Universititsmedizin Goéttingen, bereitgestellt. Die Zelllinien werden
durch die dort zustindige MTA seit Jahren gepflegt. Beide Zelllinien wurden bei Eurofins
Genomics positiv authentifiziert.

Die Zellen wurden zunichst in T-75 Zellkulturflaschen mit Filterdeckel, spiter, zur
Gewinnung groBerer Vesikelproben, in 14,5 cm Petrischalen, im Brutschrank mit 37,5 °C,
5% COzund 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. PC3-Zellen wachsen adhirent und bevorzugen
DMEM Medium mit 10% fetalem Kilberserum. FEin Penicillin und Streptomycin
Kombinationspriaparat wurde dem Kulturmedium, zur Prophylaxe bakterieller
Kontaminationen, in der Verdinnung 1/100 beigefigt. Fir die Dul45-Zellen wurden,
abgesehen vom eingesetzten RPMI 1640 Medium, die gleichen Bedingungen genutzt. PC3-
Zellen wurden im Verhaltnis 1:3, Dul45-Zellen im Verhiltnis 1:6 gesplittet. Dazu wurde
zunichst der alte Uberstand verworfen und die Zellen mit 10 ml 1xPBS gewaschen. Dann
wurden fiir T-75 Flaschen 2ml und fir 14,5 cm Petrischalen 4 ml 0,25% Trypsin-EDTA zum
Ablésen der Zellen verwendet. Die Reaktion wurde mit 8 ml bzw. 16ml 1xPBS fiir 14,5cm
Petrischalen gestoppt. Dann wurden 1/3 fiir PC3- und 1/6 des Volumens fir Dul45-Zellen
in ein neues Kulturgefi3 tberfihrt und FBS-haltiges Medium, entsprechend der
Gefillgrofle, hinzugegeben. Die Zellen wurden hochstens bis zur 10. Passage fir

Experimente genutzt.
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2.2.1.1 Zellen Einfrieren und Auftauen

Um allzeit niedrige Passagennummern fir die Experimente zu gewihftleisten, wurde ein Teil
der Zellen frihzeitig eingefroren. Dazu wurden die Zellen mit 0,25% Trypsin-EDTA vom
Grund des Kulturgefilles gelost und dann bei 1200 RPM fir fiinf Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml Einfriermedium, bestehend aus steril
gefiltertem FBS mit 10% DMSO, resuspendiert. Die Loésung wurde in CryorShrchen
zunichst bei -80° C eingefroren und zwei Tage spiter in flussigen Stickstoff tberfithrt. Um
die Zellen bei Bedarf wieder aufzutauen wurde das Cryoréhrchen in einem 37 °C Wasserbad
schnell erwirmt und die Losung in ein 15 ml faleontube mit 10 ml Kulturmedium tberfihrt.
Dieses wurde dann fur finf Minuten bei 1200 RPM zentrifugiert und das Pellet in 10 ml

frischem Medium resuspendiert. Diese Losung wurde dann in ein Kulturgefil3 gegeben.

2.2.1.2 6-well-System fiir NTA, Western Blot und

Proteinkonzentrationsmessung

Die Zellen sollten mit unterschiedlichen Stoffen behandelt werden, um anschlieBend
tberprifen zu kénnen, ob sich an der Zusammensetzung der Vesikelpopulationen beztiglich
GroBlenverteilung und Proteinkonzentration etwas dndert. Zu diesem Zweck eignet sich ein
G-well, bei dem, wie der Name sagt, sechs kleine Gefil3e auf einer Kunststoffplatte befestigt
sind. Die Abfolge dieser wells blieb bei allen sechs Replikaten pro Zelllinie die gleiche:

Well 1: non-targeting siRNA, also eine siRNA, die kein Zielgen hat und als Negativkontrolle
dient. Wel/ 2: siRNA gegen nSmasel (SMPD2). Well 3: siRNA gegen nSmase2 (SMPD?3).
Well 4: siRNA gegen beide neutralen Sphingomyelinasen (SMPD2/3). Well 5: DMSO als
Negativkontrolle fur we// 6: GW4869, Inhibitor der neutralen Sphingomyelinasen (Luberto
et al. 2002). Zur Vorbereitung der Transfizierung der Zellen wurden 60 pl ScreenFect dilution
buffer in die wells eins bis vier gegeben, um den Durchtritt der nachfolgend hinzugefiigten

siRNA durch die Zellmembranen zu erleichtern. 2 pl der jeweiligen siRNA (SMPD2, SMPD3

und beide gemeinsam), sowie 2 pl ScreenFect siRNA Reagenz wurden nun hinzugefiigt.
Dieser Ansatz musste dann 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden. Im Anschluss
wurden 400 000 Zellen pro we// in 1,5 ml Kulturmedium hinzugefiigt. Die Wirkdauer der
siRNA betrigt laut Hersteller ca. 96 Stunden, die des Inhibitors GW4869 16-18 Stunden.
Dementsprechend wurde das Kulturmedium nach 72 Stunden gewechselt und durch 1 ml

Exofree Medium ersetzt. Dabei handelt es sich um Kulturmedium, das durch 24-stiindige
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Ultrazentrifugation bei 100 000 g von Vesikeln jeglicher Art, wie sie zum Beispiel im, dem
Medium zugegebenen, fetalen Kilberserum zu finden sind, befreit wurde (Lehrich et al.
2018). Nach 78 Stunden wurde den we/is fiinf DMSO- und sechs in DMSO gel6stes GW4869
zugefiigt. Das Verhiltnis zwischen Inhibitor und Kulturmedium sollte 1/70 betragen. Das
entspricht bei 1 ml Medium einem Volumen von 14,3 pl DMSO bzw. GW4869. Nach 96
Stunden wurde der Uberstand abgenommen und Vesikel mittels differentieller

Zentrifugation aufgereinigt.

2.2.1.3 Viability assay - Photometrische Messung

Viability assays werden, wie der Name sagt, genutzt um die Viabilitit von Zellen unter
verschiedenartiger Behandlung zu vergleichen. In dieser Arbeit sollte so beurteilt werden, ob
die Behandlung der Zellen mit siRNA oder DMSO oder dem in DMSO gelosten GW4869
Einfluss auf das Uberleben der Zellen hatte. Genutzt wurde ein assay £it, das es erméglicht,
den ATP-Gehalt der Probe mittels einer Enzymreaktion in Lichtemission auszudriicken.
Diese kann dann mit einem Photometer bestimmt werden. Zu diesem Zweck wurden 96-
well Platten mit 15k Zellen pro we// in 100 pl Medium besiht. Zuvor wurde in je drei
technischen Replikaten, der in 2.2.1.3 beschriebene Transfektionsmix mit siRNA gegen
SMPD2, SMPD3, beide kombiniert, sowie einer Kontroll-siRNA ohne Zielgen hinzugefiigt.
Weiterhin wurde Ubiquitin siRNA als Negativkontrolle hinzugefiigt, da das die Zellen zum
Absterben bringen sollte. Nach 48 Stunden Inkubation wurde den restlichen, bisher nur
Zellen und Medium enthaltenden wells, ebenfalls in drei technischen Replikaten DMSO oder
GW4869 in einer Verdinnung von 1/70 hinzugefiigt. 72 Stunden nach Beginn des
Experiments wurden jedem we// 100 wl Ce//Iiter-Glo One Solution hinzugegeben. Ein sofortiger
Farbumschlag von pink zu gelb machte die Enzymreaktion dabei makroskopisch sichtbar.
Die Platte wurde nun im Photometer ausgelesen und die gemessenen Werte auf die

Positivkontrolle normalisiert.

2.2.2 Vesikelaufreinigung mittels differentieller Zentrifugation

In dieser Arbeit wurden, fiir die NTA-Experimente, Vesikel aus einem 1 ml Uberstand der
0. g. 6-wells sowie, fiir die massenspektrometrische Analyse, Vesikel aus 20 ml Uberstand

einer 14,5 cm Petrischale, aufgereinigt. Der Ablauf der Aufreinigung ist dabei in beiden
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Fillen der gleiche. Zunichst wurde das Medium vorsichtig aus dem jeweiligen Gefal3
abpipettiert und bei 750 g bei 4 °C fir zehn Minuten zentrifugiert, um zugrunde gegangene
Zellen vom Uberstand zu trennen. Darauthin wurde der Uberstand wieder abpipettiert, in
ein frisches Gefil3 iiberfithrt und das Pellet verworfen. Der Uberstand wurde nun bei 1500 g
bei 4 °C noch einmal fiir zehn Minuten zentrifugiert, um Zelldebris vom Uberstand zu
trennen. Wieder wurde der Uberstand, der nun, neben kleineren zelluliren Bestandteilen,
hauptsichlich extrazellulire Vesikel beinhaltete, in ein neues Gefi} tberfihrt und das
Zelldebrispellet verworfen. Nun wurde der Uberstand bei 14 000 g fiir 35 Minuten
zentrifugiert, mit der Zielsetzung Mikrovesikel zu pelletieren. Diese werden daher in dieser
Arbeit auch als p14 -Fraktion der Vesikel bezeichnet. Das Pellet wurde in 1 ml PBS
resuspendiert und ein weiteres Mal fir 35 Minuten bei 4 °C und 14 000 g zentrifugiert, um
die Reinheit des p14-Pellets zu erhohen. Im Anschluss daran wurde das Pellet im Fall der 6-
well-Versuche in 50 pl und fiir die Massenspektrometrie in 100 pl PBS resuspendiert und im
Anschluss zum Teil fur Experimente genutzt oder zur Lagerung bei -18 °C eingefroren. Der
nun gewonnene Uberstand wurde ebenfalls bei 4 °C, allerdings bei 100 000 g fiir eine Stunde
zentrifugiert, um Exosomen, die hier als p100-Fraktion bezeichnet werden, aufzureinigen.
Das entstandene Pellet wurde ebenfalls in 1 ml resuspendiert und erneut fiir eine Stunde bei

4 °Cund 100 000 g zentrifugiert. Auch das p100-Pellet wurde fir die NTA-Experimente und

Western Blots in 50 pl, fur die Massenspektrometrie in 52,5 pl, resuspendiert.

2.2.3 Nanoparticle tracking analysis

Nanoparticle  tracking analysis (NTA) ist ein Verfahren, dass sich die Brown’sche
Molekularbewegung zunutze macht, um in Verbindung mit einer speziellen Software
Aussagen uiber Partikelkonzentration und deren Durchmesser in einer Probe zu erméglichen.

Dazu wurden 10 pl der 50 pl Vesikelsuspension (siche 2.2.2) zu 390 pul PBS gegeben. Diese

400 pl wurden mit einer 1 ml Spritze in die Messkammern des NTA-Gerites eingebracht.
Dabei ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen in den Messkammern befinden, diese
wirden eine Messung verhindern. Eine im Gerit verbaute, hochauflésende Kamera filmt
nun einen gewissen Ausschnitt der Kammer mit der Flussigkeit und den sich darin
befindlichen Partikeln. Dabei wird die Bewegung einzelner Partikel aufgezeichnet. Um das
Ergebnis im Anschluss tatsichlich bewerten zu kénnen, muss die Kamera innerhalb der
Messzeit, in diesem Fall 30 Sekunden, mindestens 200 Partikelbewegungen aufzeichnen. Die

Software errechnet im Anschluss, wie viele Partikel welchen Durchmessers in der Probe
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vorhanden sind. Das Ergebnis ist eine Auflistung in 20 nm Schritten (von 10-1000 nm) mit
der jeweiligen Konzentration der Partikeldurchmesser angegeben als n 10°/ml. Zur genauen
Konzentrationsbestimmung musste die Verdiinnung der urspriinglichen Vesikelprobe dann
wieder herausgerechnet werden, wobei die genaue Konzentration fiir diese Arbeit weniger
eine Rolle spielte, als der relative Vergleich von Proben, die aus zuvor unterschiedlich
behandelten Zellen stammten. Des Weiteren errechnet die Software die
Gesamtkonzentration der Probe unabhingig von der Grof3e der erfassten Partikel. Diese
Gesamtkonzentration konnte als Marker fir die Qualitit der Probe genutzt werden.
Messungen mit einer Gesamtkonzentration von weniger als 7x10° Partikel/ml wurden nicht
mit einbezogen. Bei diesen war es nur selten méglich mehr als 200 Partikelbewegungen zu
detektieren. Um die Darstellung der Ergebnisse tibersichtlich gestalten zu kénnen, wurden
mehrere Partikeldurchmesser in GréBengruppen zusammengefasst. Fir die p14-Fraktion
wurden immer drei 20er-Schritte in eine Gruppe zusammengefasst, fir die p100-Fraktion
zwei (Abbildung 4+5). Da es nur geringste Mengen Partikel > 500 nm in der p14-Fraktion,
und > 300 nm in der p100-Fraktion gab, enden die graphischen Darstellungen in dieser
GroBlenordnung (Abbildung 4+5).

2.2.4 Western Blot — Vesikel und Zellextrakt

Zur Bestimmung der &nockdown-Effizienz, zur Validierung der NTA-Ergebnisse und zum
Nachweis potenzieller Tumormarkerkandidaten wurden Western Blots von Zellextrakt oder
aufgereinigten Vesikeln angefertigt. Beim Western Blot, auch Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese, kurz SDS-PAGE genannt, durchlaufen Proteine, bei
angelegter Spannung, aufgrund ihrer negativen Ladung ein netzartiges Gel, dessen Maschen
immer kleiner werden. So kénnen Proteine nach ihrer Grof3e aufgetrennt werden. Zu diesem
Zweck wurden vorgefertigte, in Kunststoff eingefasste, Polyacrylamidgele der Firma
ThermoFisher verwendet. Die zu untersuchenden Proben wurden zur Denaturierung der
Proteine mit 6x SDS gemischt und fiir finf Minuten bei 95 °C erhitzt. Wihrend der Kochzeit
wurden die verwendeten Polyacrylamidgele in die Blotkammer eingespannt, Laufpuffer
eingeftllt und die Ladetaschen mit selbigem gesptlt. Darauthin wurden die Proben in die
Ladetaschen des Gels gegeben und eine Spannung von 80 V angelegt bis die Lauffront die
Ladetaschen verlassen hatte. Nun wurde die Spannung auf 120V erhéht und die
Gelelektrophorese durchgefiihrt, bis die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte. Jetzt

wurde das Gel vorsichtig aus der Kunststofthiille befreit und in ein Blotmodul tibertragen.
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Hierbei wird das Gel gegen eine Membran gedriickt, die durch Anlage von 20 V fir ca.
90 Minuten in der Lage ist, die im Gel gesammelten Proteine aufzunehmen. Diese Membran
wurde im Anschluss fir 30 Minuten in 5% Milchpulverlésung gebadet, um freie
Proteinbindungsstellen zu sittigen. Dieser Schritt sollte eine starke Hintergrundfirbung
verhindern. Im Anschluss wurde die Membran kurz in TBS-T gewaschen und dann in einem
50 ml falcontube mit 2 ml in TBS-T gel6stem Primirantikorper bei 4 °C tiber Nacht inkubiert.
Am nichsten Tag wurde die Membran zunichst dreimal fir 15 Minuten in TBS-T
gewaschen. Daraufthin wurde ein fluoreszierender Sekundirantikérper, der sich gegen den
Fc-Teil des Primirantikérpers richtet, hinzugefigt und alles fir eine Stunde bei
Raumtemperatur und in Dunkelheit inkubiert. Nach einem letzten dreimaligen waschen
konnte die Membran nun gescannt und dadurch digitalisiert und zur weiteren Analyse

gespeichert werden.

2.2.5 Immunohistochemische Firbung von tissue arrays

Die hier verwendeten fissue arrays sind Objekttrager, auf die Stanzbiopsieproben von
Prostatakarzinompatienten sowie gesunden Probanden aufgebracht und in Parrafin
eingebettet wurden (Herkunft siche 2.1.2). Diese Objektrager konnen unter anderem
immunohistochemisch gefirbt werden.

Bei der immunohistochemischen Gewebefirbung nutzt man spezielle Antikérper, um
gesuchte Strukturen sichtbar zu machen. Dabei gibt es verschiedenste Methoden, die sich in
der Art und Anzahl der genutzten Antikérper unterscheiden. In dieser Arbeit wurde eine
Methode verwandt, die dazu dienen sollte, ein méglichst starkes Signal zu erzeugen. Diese
wird im Folgenden beschrieben. Zunichst wurden die #ssue arrays bei 50 °C erhitzt, bis das
Paraffin zu schmelzen begann. Als nichstes wurden die Praparate 20 Minuten in Xylol
eingelegt, daraufthin je finf Minuten in einer 50% Xylol/Isopropanol Mischung, 100%
Isopropanol, sowie 100%, 90% und 70% Ethanol, um das Paraffin schonend auszuwaschen.
Im nichsten Schritt wurden die Priparate dreimalig mit Wasser gewaschen, ebenfalls fiir
insgesamt funf Minuten. Darauthin wurden die Priparate in einem mikrowellengeeigneten
Schnellkochtopf fiir zehn Minuten in einem Zitronensaurepuffer mit pH 6,4 gekocht. Dabei
war darauf zu achten, dass die Priparate stets mit Flissigkeit bedeckt waren, um ein
Austrocknen und damit deren Zerstérung zu vermeiden. Im Anschluss an den Kochvorgang
und nach kurzem Abkiihlen wurden die Priparate erneut dreimal fir insgesamt fiinf Minuten

in Wasser gewaschen. Nun wurden sie fiir 45 Minuten in PBS mit 3% H,O, eingelegt. Dieser
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Schritt war nétig, um eine potenzielle endogene Aktivitit des Enzyms Peroxidase zu
blockieren, da genau dieses Enzym spiter verwendet wurde, um die gesuchten Strukturen
sichtbar zu machen. Daraufhin wurden die Priparate dreimal fiir insgesamt fiinf Minuten in
PBS gewaschen. Als nichstes wurden die Priparate fiir eine Stunde mit einer Blockierlésung,
bestehend aus PBS mit 5% bovinem Serumalbumin (BSA) bedeckt, mit dem Zweck
unspezifische Proteinbindestellen zu besetzen, um eine Fehlbindung der eingesetzten
Antikérper und die damit verbundene stirkere Hintergrundfirbung zu vermeiden. Jetzt
wurden die Praparate mit dem Primarantikérper, in einer Verdiinnung von 1:50 in BSA
Blockierlsung betriufelt und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fir die finale Firbung wurden
tunf #ssue arrays verwendet. Eines diente als Negativkontrolle, diesem wurde an dieser Stelle
kein PrimirantikOrper zugefiigt. Als Positivkontrolle wurde ein Antikérper gegen den
Androgenrezeptor genutzt. Weiterhin wurden Primirantikérper gegen die nSmasel und 2
genutzt, wobei fur nSmase2 Antikérper von verschiedenen Herstellern genutzt wurden.

Der nichste Tag begann mit dreimaligem Waschen der Priparate in PBS-T fir finf Minuten.
Darauthin wurde ein zweiter, biotinylierter, Antikérper in einer Verdiinnung von 1:200 in
PBS auf die Objekttriger getraufelt und alles fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Biotin ist ein Molekdl, dass mit Avidin eine starke Bindung eingehen kann. Das hier genutzte
Avidin war an einen weiteren Antikérper gekoppelt, der wiederum das Enzym Peroxidase
gebunden hatte. Diese Losung, in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS, wurde, nach einem
weiteren finfminttigen Waschschritt in PBS-T, auf die Priparate gegeben und fur
45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nun sollte also der PrimirantikGrper sein
Zielprotein, an dessen Fc-Teil der biotinylierte Sekundarantikérper und an diesen wiederum
tber Avidin der Peroxidase tragende Tertidrantikorper, gebunden haben. Um dieses
Konstrukt nun sichtbar zu machen, wurden die Priparate unter einem Lichtmikroskop mit
2% 3,3-Diaminbenzidin (DAB) + 0,12%o0 H,O, in PBS benetzt. Dabei diente der Peroxidase
DAB als Substrat, das nach der Enzymreaktion, durch Oxidation durch H>O, eine kriftige,
braune Farbe entwickelte. Die Arbeiten mit der DAB L&sung mussten unter einem Abzug
und mit grofler Sorgfalt und Einmalmaterialien durchgefihrt werden, da das Substrat
hochgiftig ist. Die Substratlésung wurde von den Objekttrigern abgeklopft, sobald unter
dem Mikroskop eine deutliche Farbreaktion sichtbar wurde. Das dauerte in diesem Fall ca.
3,5 Minuten, wobei es je nach PrimirantikGrper leichte Schwankungen im Bereich von
30 Sekunden gab. Als niachstes wurden die Priparate zehn Mal kurz in eine mit Himatoxylin
gefiillte Firbekammer getaucht, um eine Gegenfirbung, vor allem der Zellkerne, zu

erreichen. Sofort nach dieser Gegenfirbung wurden die Priparate fur fiinf Minuten unter

20



Material und Methoden

laufendem Wasser gewaschen. Im Anschluss durchliefen die Priparate die gleiche
Alkoholreihe wie zu Beginn des Firbeprozesses, nun allerdings in umgekehrter Reihenfolge.
Als Letztes wurde ein Tropfen Eindeckmedium auf die Priparate gegeben, diese mit einem
Deckglischen bedeckt und alles tiber Nacht und unter dem Abzug bei Raumtemperatur
getrocknet. Die Firbeintensititen der Priparate wurden im Anschluss von drei Personen

unabhingig voneinander beurteilt und in die Kategorien ,,schwache®, , mittelstarke” oder

3

,»starke® Farbung eingeteilt. Die Auswertung dieser Beurteilungen findet sich im Ergebnisteil

unter 3.1.

2.2.6 Proteinkonzentrationsmessung mittels Spektralphotometrie

Zur Proteinkonzentrationsmessung wurde das Pierce BCA  Protein Assay Kit nach
Herstellerangaben verwendet. Dazu wurden die zu untersuchenden Proben, sowie eine leere
Kontrolle, in eine durchsichtige Kuvette gegeben und mit den Reagenzien des ki, im
entsprechenden Mischverhiltnis, versetzt und fiir 30 Minuten bei 60 °C erhitzt. Ein
Farbumschlag von griin zu lila wihrend des Erhitzens gab hierbei einen ersten Hinweis
darauf, ob das Protokoll ordnungsgemil3 angewendet wurde, bzw. ob sich Proteine in der
Probe befanden. Nach Abkiihlen konnten die Proben dann mit dem Spektralphotometer

NanoDrop2000 untersucht werden, um ihren Proteingehalt als Konzentration zu ermitteln.

2.2.7 Massenspektrometrie aufgereinigter Vesikel und deren Analyse

Fir die massenspektrometrische Analyse wurde der Zelliberstand aus je zwei 14,5 cm
Kulturschalen zusammengenommen und anschlieBend Vesikel daraus aufgereinigt. Dabei
wurden je zwei mal zwei Kulturschalen PC3- und Dul45-Zellen mit reinem DMSO als
Kontrolle und je zwei mal zwei mit GW4869 behandelt. 14,5 cm Kulturschalen wurden mit
20 ml Medium befiillt, die Aufreinigung der Vesikel erfolgte also aus 40 ml Uberstand mittels
differentieller Zentrifugation (siche 2.2.2). Die fertig aufgereinigten Vesikel wurden in 52,5 pl

PBS resuspendiert. Davon wurden 2,5 pl zur Messung der Proteinkonzentration mittels
Spektralphotometrie (siche 2.2.6) genutzt. Die Proteinmasse der Probe sollte als
Voraussetzung fur die erfolgreiche massenspektrometrische Analyse nicht unter 40 pg liegen.
Zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Analyse wurden 50 pl Vesikelsuspension

10 ul 6xSDS zugegeben und alles fir fiinf Minuten bei 95 °C inkubiert, um die zu
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untersuchenden Proteine zu solubilisieren. Die eigentliche massenspektrometrische Analyse
wurde von der ,,UMG Core Facility Proteomics unter Leitung von Dr. Christof Lenz
durchgefiihrt. Bei der Massenspektrometrie werden die Molekiile zu untersuchender Stoffe
ionisiert und anhand ihres Masse/Ladungsverhiltnisses aufgetrennt. Dabei entsteht ein fur
jede atomare Zusammensetzung spezifisches Profil. Durch Abgleich mit einer Datenbank
kann so jeder Stoff mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit identifiziert werden. Diese Methodik
lisst sich auf die Analyse ganzer Proteine ibertragen. Selbige missen dafiir zunichst
denaturiert sowie mit Trypsin verdaut werden und ergeben in der Analyse ebenfalls ein
proteinspezifisches Muster, das mit bestehenden Datenbanken abgeglichen werden kann. So
koénnen die in einer Probe enthaltenen Proteine ermittelt und deren jeweilige Konzentration

bestimmt werden.

2.2.8 Bewertungssystem fiir Tumormarkerpotenzial

Jene Proteinkandidaten aus der massenspektrometrischen Analyse, die auf den Vesikeln der
mit GW4869-behandelten Zellen signifikant erhéht zu finden waren, wurden einem
Bewertungssystem unterzogen. Dieses System sollte anzeigen, wie gut die gefundenen
Proteine als Biomarker aus Serum dienen kénnten. Als Vorlage diente ein erstmalig von
Thomas Worst und Kollegen angewendetes System (Worst et al. 2017), das fiir diese Arbeit
angepasst wurde.

Das Grundprinzip, die Suche nach bestimmten FEigenschaften der Proteine in sechs
verschiedenen Internetdatenbanken, blieb dabei bestehen. Eine der im Worst-System
genutzten Datenbanken, www.chioportal.org, wurde fir diese Arbeit durch www.proteinatas.org
ersetzt. Beide liefern RNA-Sequenzierungsdaten, jedoch ist es bei Proteinatlas moglich,
sowohl die Expression eines Proteins in gesundem, als auch in erkranktem Gewebe zu
erfragen, im Gegensatz zum reinen Krebs-Genom-Atlas, cbigportal Die restlichen
Datenbanken wurden beibehalten. Zur Beurteilung der RNA-Expression verschiedener
Proteinkandidaten in gesundem und krebsbefallenen Prostatagewebe, wurden die
durchschnittlichen reads per kilobase per million (RPKM) zu Rate gezogen. Wurde ein Protein
im Prostatakarzinom stirker exprimiert als in gesundem Gewebe, so erhielt es einen Punkt.
War die Expression besonders hoch, konnte ein zweiter Punkt erzielt werden. Die nachste
genutzte Datenbank war www.pubmed.gov. Hier richtete sich die Punktevergabe nach der
Anzahl krebsbezogener Publikationen, die sich mit dem entsprechenden Protein befassten.

Ein Punktwert zwischen null und drei wurde vergeben. Je nach Anzahl der Artikel, die
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zusitzlich von einem Zusammenhang des Kandidaten mit Metastasierung oder verkiirztem
Uberleben berichteten, wurden noch einmal null bis drei Punkte vergeben. Eine Liste der
Publikationen befindet sich in einem gesonderten Literaturverzeichnis am Ende der Arbeit
(6.2). Ein ahnliches Verfahren wurde fir die Datenbank www.microvesicles.org angewendet,
welche eine Vielzahl von Studien zum Thema extrazellulire Vesikel enthilt. Hier wurde der
Anteil der Prostatakrebs-bezogenen Studien im Vergleich zur Gesamtzahl der Krebs-
bezogenen Studien bewertet. Nach diesem Schema wurden null bis drei Punkte vergeben,
null fir wenige, drei fiir besonders viele Prostatakrebs-bezogene Studien.

www.peptideatias.org ist eine Datenbank des Iustitute for Systems Biology, Seattle. Diese erméglicht
es, massenspektrometrische Proteinanalysen verschiedenster Organismen einzusehen, so
auch eine Analyse humanen Plasmas. Sollten Kandidaten in Plasma gehauft zu finden sein,
so sind sie als Biomarker ungeeignet. Die Haufigkeit in humanem Plasma wurde mit dem
normalisierten PSM (peptide-spectrum matches)/ 100k — Wert ermittelt. Ein Punktwert von null
bis zwei konnte hierbei erzielt werden, null fiir gehduftes Vorkommen in Plasma, eins fir
geringes und zwei fiir kein Vorhandensein. Zuletzt wurde das frei zugingliche on/ine too/
., Protters der Arbeitsgruppe um Bernd Wollscheid, ETH Ziirich, genutzt. Dieses Programm
ermoglicht es, zellulire Lokalisationen des gesuchten Proteins darstellen zu lassen. Hierbei
wurden die Kandidaten mit null oder einem Punkt bewertet, je nachdem, ob sie sekretiert
werden (ein Punkt), eine oder mehrere Transmembrandominen aufweisen (ein Punkt), oder
ob sie rein intrazellulir zu finden sind (null Punkte). Daraus resultiert eine maximale
Gesamtpunktzahl von 14. Je hoher die Punktzahl, desto gréBer das Potenzial der Proteine

als Biomarker aus Blut geeignet zu sein.

2.2.9 Wound healing assay

Der hier durchgefthrte wound healing assay diente dazu, die Frage zu beantworten, ob sich das
Migrationsverhalten der beiden genutzten Zelllinien durch die Blockade der neutralen
Sphingomyelinasen dndert. Ermoglicht wird dies durch das Gerite IncucyteS3 von
EssenBio. Mithilfe dieses Gerits konnen lebende Zellen in hoher Auflésung tber lingere
Zeitriume fotografiert werden. Zunichst wurde eine 96-we// Platte mit Zellen in
unterschiedlicher Konzentration besit, je Zelllinie vier Mal zwei wells mit 5k, 10k, 20k, 40k,
50k und 60k Zellen. Diese wurde fur 24 Stunden bei 37,5 °C und 5% CO, inkubiert, um den
Zellen eine Adhision am Boden der Platte zu erméglichen. Am nichsten Tag wurden die

Zellen zunichst mit einem serumfreien Medium dreimal gewaschen. AnschlieBend wurde
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den Zellen mittels des Incucyte wound makers eine, in jedem swel/ gleichférmige, Wunde zugefiigt.
Nach weiterem dreimaligem Waschen mit serumfreiem Medium wurde den Zellen Medium
zugegeben, das unbehandelt, mit DMSO oder mit GW4869 in einer Verdunnung von 1/70
versetzt war. Je Saatkonzentration waren nun zwei we//s mit reinem Medium und drei mit
DMSO bzw. GW4869 behandelt. Jetzt wurde die 96-we// Platte in das Gerit eingebracht und

die Einstellung so vorgenommen, dass iiber 24 Stunden stiindlich ein Bild gemacht wurde.
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3  Ergebnisse

3.1 nSmase2-Gewebefirbung korreliert positiv mit Metastasierung,

nSmasel mit Tumorerkrankung an sich

Im Rahmen des Cancer Genome Atlas Program (TCGA) wurde das Genom zahlreicher
Tumorentititen sequenziert. Die Ergebnisse dieser Arbeiten kénnen im Onlineportal
www.cbioportal.org eingesehen werden. Bei der genetischen Untersuchung von 492
Prostatakarzinomen zeigte sich in 83 Fillen (17%) eine Deletion mindestens eines der Gene,
die fur die beiden neutralen Sphingomyelinasen kodieren (Cerami et al. 2012). Dies warf nun
die Frage auf, ob die fehlende Expression bzw. eingeschrinkte Funktionalitit der neutralen
Sphingomyelinasen in Zusammenhang mit Tumorprogression oder Metastasierung steht.
Um dieser Frage nachzugehen, wurden fissue arrays immunohistochemisch gefirbt. Diese
tissue arrays sind Obijekttrager, auf die 80 in Paraffin eingebettete Stanzbiopsieproben
aufgebracht sind. Diese 80 Proben stammen von 35 Prostatakarzinompatienten mit
unterschiedlichen Tumorstadien und Gleason-Scores sowie fiinf gesunden Spendern, zwei
Schnitte pro Patient. Die Firbeintensitit wurde fir jedes der fissue arrays von drei
unabhingigen Personen beurteilt. Beispiele fir die Intensitit der Gewebefirbung sind in
Abbildung 1 dargestellt. Diese zeigt zunichst nSmasel und 2 Farbung in gesundem Gewebe,
sowie Androgenrezeptor als Positiv-, und kein zugefigter Primirantikérper als
Negativkontrollen in Tumorgewebe. Im Anschluss sind exemplarisch die Firbegrade

»schwach®, | mittelstark® und ,,stark® in Tumorgewebe abgebildet. Weiteres zu Zissue arrays,

>

Immunohistochemie und der Auswertungsmethodik siehe 2.2.5.
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nSmasel nSmase2

A B

C

nSmase2
E

nSmasel

schwach medium stark

Abbildung 1: Exemplarische Darstellung der Firbegrade. Gesundes Prostatagewebe mit
nSmasel (A) und nSmase2 (B) Firbung. C-] Tumorgewebe, mit Antikérper gegen (C)
Androgenrezeptor (Positivkontrolle), (D) kein Primiérantikérper (Negativkontrolle). E-] von links

nach rechts zunehmende Firbeintensitit von nSmase2 (E-G) und nSmasel (H-J).

Nach Auswertung der Beurteilung der Farbegrade zeigte sich ein Zusammenhang zwischen

nSmase2 Gewebefirbung und Metastasierung, der in Tabelle 8 dargestellt ist.
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Tabelle 8 — Auswertung der Beurteilung der IHC Firbung

25 0,69 25 10

Stark 36 0,4
Mittelstark 107 41 0,38 99 44 0,44
Schwach 67 19 0,28 86 35 0,4
Gesamt 210 45 0,42 210 45 0,42

n = 35, Gesamtzahl der Beurteilungen = 210 (zwei Proben von 35 Patienten, dreimal unabhingig beurteilt)

Dieser spiegelte sich in der Tatsache wider, dass Biopsieproben, die in die Gruppe ,,starke
Farbung eingeordnet wurden, den hoéchsten Anteil an metastasierten Tumoren (69%)
beinhalteten. Im Gegensatz dazu gehérten diejenigen Schnitte, die als ,,schwach gefirbt®
eingeordnet wurden, zur Patientengruppe mit dem geringsten Anteil an Metastasierung
(28%). Fur nSmasel lieB sich kein solcher Zusammenhang zeigen. Die Intensitit der
nSmasel Firbung war jedoch, wie in Abbildung 2 dargestellt, im Gewebe erkrankter
Patienten signifikant hoher, als in dem gesunder Probanden. Fir nSmase2 galt dies nicht.
Ein Unterschied der Firbeintensitit zwischen hohen und niedrigen Gleason-Scores, also
hohem und niedrigem Grad der Dedifferenzierung der Zellen, war weder fiir nSmasel noch

fur nSmase?2, festzustellen.
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Abbildung 2: Grad der Gewebefirbung in Relation zum Tumorprogress. A nSmasel Firbung,
B nSmase2. X-Achsen: Grad der Tumordifferenzierung- Healthy: Kein Tumor. Gleason-Score < 6:
besser differenzierter Tumor. Gleason-Score = 6: schlechter differenzierter Tumor. Y-Achsen:

Intensitit der Gewebefirbung. Statistische Analyse mit 2-way ANOVA.

3.2 RNAi vermittelter knockdown und Inhibition der neutralen

Sphingomyelinasen beeintrichtigt die Lebensfihigkeit von Zellen

der Linien PC3 und Dul45 nicht

Die Ergebnisse der immunohistochemischen Farbungen sowie die Daten von chigportal
haben gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der Expression der neutralen
Sphingomyelinasen und Tumorprogress sowie Metastasierung bestehen kénnte. Um die
Bedeutung der nSmasen in diesem Zusammenhang weiter zu untersuchen, sollten die
Zelllinien PC3 und Du145 zum einen durch siRNA an der Expression der Enzyme gehindert
werden oder zum anderen deren Aktivitit durch den Inhibitor GW4869 blockiert werden.
Dieser knockdown der Gene SMPDZ2 und SMPD3 oder die Blockierung ihres Produkts sollten
dabei den Zustand simulieren, der einer vollstindigen Deletion dieser Enzyme entspricht,
wie sie in bis zu 17% der Prostatakarzinome vorliegt. Darauthin sollten extrazellulire Vesikel
aus dem Kulturiiberstand der Zellen aufgereinigt und untersucht werden. Um einzelne

Vesikelproben quantitativ miteinander vergleichen zu kénnen, musste sichergestellt werden,
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dass diese Behandlung keinen Einfluss auf die Lebensfihigkeit der Zellen hat. Zu diesem
Zweck wurden viability assays (2.2.1.4) durchgefihrt (Abbildung 3).

PC3 Viabilityassay Du145 Viabilityassay
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Abbildung 3: Viability assay von PC3-, (A) und Dul45- (B) Zellen. Auf der X-Achse finden sich
die verschiedenen Behandlungen, auf der Y-Achse das Ubetleben der Zellen im Vergleich zur
Positivkontrolle, gemessen am ATP—Gehalt der Probe. NT =siRNA ohne Zielgen
(Positivkontrolle); Ubiquitin = siRNA gegen Ubiquitin (Negativkontrolle); SMPD 1-4 = siRNA
gegen Sphingomyelinase 1-4; DMSO=Positivkontrolle fiir GW4869 (in DMSO gel6st). Statistische
Analyse mit 2-way Anova, n = 3.

Diese zeigten auf, dass es keine signifikanten Unterschiede in der Lebensfahigkeit der Zellen
gab, wenn diese mit siRNA gegen SMPD2,-3 oder beide in Kombination behandelt wurden.
Gemessen wurde die Viabilitit durch photometrische Bestimmung des ATP-Gehalts einer
bestimmten, in allen Replikaten konstanten, Zellzahl. Ebenfalls ohne Beeintrichtigung der
Lebensfihigkeit der Zellen blieb die Zugabe des Inhibitors GW4869, in wirksamer
Konzentration, zum Kulturmedium. Fir die Behandlung mit verschiedenen siRNA diente
eine siRNA ohne Zielgen als Positivkontrolle, fir die Behandlung mit GW4869 diente
DMSO als Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde siRNA gegen Ubiquitin eingesetzt,
dessen knockdown zu einer signifikanten Abnahme der Lebensfihigkeit der Zellen beider
Zelllinien fihrte. Um den viability assays Aussagekraft zu verleihen, musste weiterhin gezeigt
werden, dass der gnockdown mittels siRNA tatsdchlich funktioniert und somit die Expression

der entsprechenden Genprodukte unterblieb.
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3.3 Bestitigung des knockdown im Western Blot

Zur Uberpriifung der Effizienz des &nockdown wurden Western Blots mit Zellextrakt der
zuvor behandelten Zellen durchgefihrt (Abbildung 4). Ein vollstindiges Verschwinden der
Banden war dabei nicht festzustellen, jedoch die Abnahme der Bandenintensitit bei

gleichmiBiger Proteinverteilung in der Ladekontrolle.
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Abbildung 4: Beispiel Western Blots von Zellextrakt. (A) Dul45-Zellextrakt mit Antikbrper
gegen SMPD?2 (oben), erwartete Bande bei 46 kDA und GAPDH (36 kDa) als Ladekontrolle (unten)
gefirbt. (B) PC3-Zellextrakt (CE) mit Antikérper gegen SMPD3 (oben), erwartete Bande bei 71 kDA
und GAPDH (36 kDa) als Ladekontrolle (unten). (C+D) Quantifizierung der Firbeintensitit.
Oberhalb stehen die siRNA, mit denen die Zellen jeweils zuvor behandelt wurden, NT steht dabei
fir ,,non targeting siIRNA“ also eine siRNA ohne Zielgen, die als Kontrolle dient.
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3.4 Nanoparticle tracking analysis

Nanoparticle tracking analysis INTA) ist ein Verfahren, bei dem die GréBe und Konzentration
in einer Flussigkeit enthaltener Partikel, zum Beispiel extrazellulire Vesikel, bestimmt werden
kann. Dazu wird die Brown’sche Molekularbewegung der Partikel mit einer hochauflésenden
Kamera tUber einen bestimmten Zeitraum festgehalten. Fine Software kann im Anschluss
aus diesen Daten die Groflenverteilung und Konzentration der Partikel berechnen (2.2.3).
Mit diesem Verfahren sollte ermittelt werden, ob sich die Konzentration der p14- oder p100-
Fraktion dndert, sobald die neutralen Sphingomyelinasen nicht mehr exprimiert oder
inhibiert werden. Wie zuvor wurden die Zellen zu diesem Zweck mit siRNA oder GW4869
behandelt und die Vesikel im Anschluss wie in 2.2.2 beschrieben aufgereinigt. In den
folgenden Abbildungen (5+06) sind zunichst die Ergebnisse fur PC3-Zellen (Abb. 5), im
Anschluss die fiir Dul45-Zellen (Abb. 6), dargestellt. Die Graphen A-F zeigen jeweils die
Ergebnisse der p14-Fraktion, G-L die der p100-Fraktion. Zunichst ist die Konzentration
gegen die PartikelgroBe als Kurve aufgetragen (Abb. 5/6 A, D, G, J), wobei A und G die
Ergebnisse nach GW4869- und D und | nach siRNA-Behandlung zeigen. Dabei fillt auf,
dass nicht alle Gro3engruppen Unterschiede aufweisen. Zum Beispiel jeweils die erste und
letzten beiden GréBengruppen in der p14-, oder die letzten beiden in der p100-Fraktion. Aus
diesem Grund sind die relevanten Groflengruppe in separaten Graphiken als absolute
Konzentration (Abb. 5/6 B, E, H, K), sowie als Vielfaches der Kontrollgruppe (Abb. 5/6 C,
F, I, L), dargestellt.
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Abbildung 5: Quantifizierung der NTA Ergebnisse fiir PC3-Zellen. In den Abbildungen A-F
sind die Ergebnisse der p14-Fraktion dargestellt, in G-L die der p100-Fraktion. Abbildung A zeigt
den Vergleich der GroBlenverteilung sekretierter Partikel, nach DMSO oder GW4869 Behandlung
der Zellen. Die Konzentrationsunterschiede der dabei relevanten GréBengruppen sind in B gezeigt,
deren Vielfaches der Kontrollgruppe in C. Die Abbildungen D-F folgen demselben Prinzip, mit dem
Unterschied, dass die Zellen hier zuvor mit verschiedenen siRNA behandelt wurden. Gleiches gilt
fiir die nidchsten Abbildungen der p100-Fraktion: Behandlung der Zellen mit DMSO oder GW4869
(G-D), bzw. siRNA (J-L). Achsenbeschriftungen: X-Achsen: Partikeldurchmesser in nm (A, D, G, J);
Relevante GréBengruppen (B, C, E, F, H, I, K, L). Y-Achsen A, B, D, E, G, H, J, K: Konzentration
der Partikel x106/ml. Y-Achsen C, F, I, L: Vielfaches der Kontrollgruppe. A-Fn =6, G-Ln=3
statistische Analyse mit 2-way ANOVA und multiplem Testen.
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Abbildung 6: Quantifizierung der NTA Ergebnisse fiir Dul45-Zellen. In den Abbildungen A-
I sind die Ergebnisse der p14-Fraktion dargestellt, in G-L die der p100-Fraktion. Abbildung A zeigt
den Vergleich der GroBlenverteilung sekretierter Partikel, nach DMSO oder GW4869 Behandlung
der Zellen. Die Konzentrationsunterschiede der dabei relevanten GréB3engruppen sind in B gezeigt,
deren Vielfaches der Kontrollgruppe in C. Die Abbildungen D-F folgen demselben Prinzip, mit dem
Unterschied, dass die Zellen hier zuvor mit verschiedenen siRNA behandelt wurden. Gleiches gilt
fiir die nidchsten Abbildungen der p100-Fraktion: Behandlung der Zellen mit DMSO oder GW4869
(G-D), bzw. siRNA (J-L). Achsenbeschriftungen: X-Achsen: Partikeldurchmesser in nm (A, D, G, J);
Relevante GréBengruppen (B, C, E, F, H, I, K, L). Y-Achsen A, B, D, E, G, H, J, K: Konzentration
der Partikel x106/ml. Y-Achsen C, F, I, L: Vielfaches der Kontrollgruppe. n = 3 statistische Analyse
mit 2-way ANOVA und multiplem Testen.
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Fir PC3-Zellen zeigte sich in der pl4-Fraktion eine Tendenz zur Abnahme der
Konzentration 130 nm bis 350 nm groBer Partikel, wenn die Zellen zuvor, wie in 2.2.1
beschrieben, mit dem Inhibitor der nSmasen GW4869 behandelt wurden, jedoch war der
Unterschied statistisch nicht signifikant (Abb. 5 A-C). Fir die Behandlung der Zellen mit
siRNA zeigte sich kein solcher Effekt (Abb. 5 D-F). In der p100-Fraktion zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Zahl sekretierter Partikel mit 50-150 nm Durchmesser, die auch
als Exosomen bezeichnet werden kénnen, wenn die Zellen zuvor mit GW4869 behandelt
wurden (Abb. 5 G-I). Fir die Behandlung der PC3-Zellen mit siRNA gegen die nSmasen
zeigte sich in der pl100-Fraktion kein solcher Effekt (Abb. 5 J-L). Von Dul45-Zellen
sekretierte Vesikel lieferten andere Ergebnisse. Hier war in der p14-Fraktion, unter Inhibition
der nSmasen durch GW4869, tendenziell eine Zunahme der Zahl sekretierter Vesikel zu
beobachten (Abb. 6 A-C). Bei der p14-Fraktion der mit siRNA behandelten Zellen zeigte
sich kein solcher Effekt (Abb. 6 D-F). In der p100-Fraktion war tendenziell eine Abnahme
sekretierter Vesikel zu beobachten, wenn die Zellen zuvor mit GW4869 oder siRNA
behandelt wurden (Abb. 6 G-L). Diese Ergebnisse waren statistisch nicht signifikant. Die
Gesamtschau der NTA Messungen zeigte, dass die Aktivitit der nSmasen keinen grof3en
Einfluss auf die Zahl und Gr6Be sekretierter Vesikel in Prostatakarzinomzellen zu haben
scheint. Dies fiihrte zu der Annahme, dass sich aber das Vorhandensein vesikelspezifischer

Proteine in den Proben andern konnte.

3.5 Western Blot der NTA-Proben

Um dieser Annahme nachzugehen, wurden neben den NT'A-Messungen Western Blots mit
den aufgereinigten Vesikeln, zuvor mit siRNA oder GW4869 behandelter Zellen,
durchgefiihrt. Dabei zeigte sich fir Vesikel aus zuvor mit siRNA gegen beide nSmasen
behandelter PC3-Zellen eine Zunahme des fiir die pl4-Fraktion typischen Proteins
extracellular matrix metalloproteinase enducer (EMMPRIN; CD147) (Abb. 7A). In der p100-
Fraktion war eine Zunahme des fiir diese Fraktion charakteristischen CD81 in der
Vesikelprobe zuvor mit GW4869 behandelter Zellen festzustellen (Abb. 7B). Diese
Zunahme deckt sich mit den Ergebnissen der NTA-Messungen der p100-Fraktion.

Auch die Zunahme der Proteinmenge in der p14-Fraktion mit GW4869 behandelter Du145-
Zellen (Abb. 7C) spiegelt die in den NTA Messungen gefundene Tendenz wieder.
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Abbildung 7: Western Blots der p14- und p100-Fraktion von PC3- und Dul45-Zellen. (A) p14-
und (B) p100-Fraktion aus PC3-Zellen, deutlich Zunahme in der p100-Fraktion nach GW4869
Behandlung. (C) p14- und (D) p100-Fraktion aus Dul45-Zellen, deutliche Zunahme der p14-
Fraktion nach GW4869 Behandlung.

Die Ergebnisse der Western Blots und der NTA Messungen mit Vesikeln zuvor behandelter
Zellen zeigen, dass die nSmasen nicht nur Einfluss auf Anzahl und Grée sekretierter Vesikel
zu haben scheinen, sondern, dass sich dadurch auch die Menge sekretierter Proteine dndert.
Dies fithrt zu der Frage, ob die Menge sekretierter Proteine direkt von der Zahl sekretierter
Vesikel abhingt, oder ob sich durch die Inhibition der nSmasen ebenfalls die Proteinmenge
pro Vesikel selbst dndert. Weiterhin wird die Frage aufgeworfen, ob sich neben der
Proteinmenge pro Vesikel auch die Komposition der Proteine auf der Vesikeloberfliche
indern kénnte und ob diese Verinderungen funktionelle oder diagnostische Relevanz haben

konnten.

3.6 Vesikel-Proteomics enthiillt interessante Tumormarkerkandidaten

3.6.1 Proteomics und Bewertung des Tumormarkerpotenzials

Um der zuletzt genannten Frage auf den Grund zu gehen, wurden Zellen der Linien PC3
und Dul45 zunichst mit DMSO als Kontrolle oder GW4869 als Inhibitor der nSmasen
behandelt. Die von diesen Zellen sekretierten Vesikel wurden im Anschluss einer
massenspektrometrischen Analyse zugefithrt. Dieses Experiment wurde durch die
Arbeitsgruppe der ,,UMG Core Facility Proteomics” um Herrn Dr. Christof Lenz durchgefihrt
Die Daten wurden mit dem online too! ,,Multi experiment viewer” in eine ubersichtliche Form -

eine cluster-heatmap gebracht (Abb. 8). In dieser heatmap wurden Proteine nach ihrer Hiufigkeit
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in der massenspektrometrischen Analyse sowie der Zugehorigkeit zu technischen Replikaten
des Experiments geordnet. Darauthin wurde nach Proteinen gesucht, die vermehrt auf
Vesikeln aus GW4869-behandelter Zellen zu finden waren (gelb in der heatmap) und
moglichst in geringem Mal3e auf Vesikeln aus DMSO-behandelter Zellen (dunkel, bzw. blau

in der heatmap).
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Abbildung 8: Exemplarisches heatmap-cluster von PC3-Vesikeln. Links oben, Farbabstufung:
gelb: hohes Aufkommen, dunkler werdend: abnehmendes, blau: niedriges Aufkommen. Oben
vertikal: Nach ,,Principal Component“-Analyse zusammengefasste Replikate. Dabei steht MV fiir
Mikrovesikel, also die p14-Fraktion, EXO fiir Exosomen, also die p100-Fraktion, INHIB fiir
GW4869 Behandlung und DMSO fiir die Kontrolle. Rechts: Liste der Proteinnamen.

Diese Verteilung bedeutete, dass die entsprechenden Proteine in Vesikelproben der mit
GW4869-behandelten Zellen haufiger gefunden wurden als auf Vesikelproben aus DMSO-
behandelten Zellen. Sollten diese Proteine auch 7z vivo hiufiger auf Vesikeln zu finden sein,
die von Zellen mit weniger (funktioneller) nSmasen sekretiert wurden, konnte sich fir diese
Proteinkandidaten das Potenzial ergeben, als Biomarker aus Blut dienen zu kénnen. Fuar
PC3-Zellen konnten so 22 Kandidaten aus zunichst 1495 detektierten Proteinen ermittelt

werden. Fur Dul45-Zellen waren es 56. Diese 22 bzw. 56 Proteinkandidaten wurden im
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Anschluss statistisch analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Quantifizierungsdaten der
massenspektrometrischen Analyse zunichst logarithmiert und im Anschluss mittels ,,stz#dents
t-test* mit , multiple testing correction analysiert. Dabei zeigten 15 der 22 Proteine auf Vesikeln
von PC3-Zellen statistische Signifikanz im Sinne eines vermehrten Auftretens auf Vesikeln
der mit GW4869-behandelten Zellen. Von diesen 15 wiederum 12 sowohl in der p14- als
auch der p100-Fraktion, drei in jeweils einer der beiden Fraktionen (Abb. 9).
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der statistischen Analyse der Biomarkerkandidaten
aus PC3-Zellen. X-Achsen: Behandlung der Zellen vor Vesikelaufreinigung - DMSO oder GW4869,
sowie Fraktion — pl00 und pl4. Y-Achsen: LoglO der Quantifizierungswerte aus der
massenspektrometrischen Analyse. Statistische Analyse mittel student’s t-test und munltiple testing correction.
*2 p =005 * & p=0,005 **F 2 p=0,0005 ****+ 2 p<0,0001, 2 technische, 2 biologische
Replikate.
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Eine signifikante Zunahme der Proteinhiufigkeit auf Vesikeln von GW4869 -behandelten

Dul45-Zellen war fiir 18 der 56 Kandidaten festzustellen, 17 davon in beiden
Vesikelpopulationen (Abb. 10).
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Abbildung 10: Graphische Darstellung der statistischen Analyse der Biomarkerkandidaten
aus Dul45-Zellen: X-Achsen: Behandlung der Zellen vor Vesikelaufreinigung — DMSO oder
GW4869, sowie Fraktion — p100 und p14. Y-Achsen: Logl0 der Quantifizierungswerte aus der
massenspektrometrischen Analyse. Statistische Analyse mittels student’s t-test und multiple testing
correction. * £ p = 0,05; % £ p < 0,005; ¥*¥* £ p < 0,0005; ¥***+ £ p < 0,0005

Diese Kandidaten wurden nun einem Bewertungssystem unterzogen, das ermitteln sollte, ob
die Proteine das Potenzial haben, als Biomarker aus humanem Serum dienen zu kénnen. Zu
diesem Zweck wurde das in 2.2.8 beschriebene Bewertungssystem, eine modifizierte Version
des 2017 von Worst et al. implementierten Bewertungssystems, genutzt. Jeder der
potenziellen Kandidaten wurde durch Abfrage in sechs verschiedenen Internetdatenbanken
auf seine Tauglichkeit als Biomarker aus Blut Gberprift, die als Punktwert zwischen 0 und
maximal 14 zum Ausdruck kommen sollte. In Tabelle 9 sind die Kandidaten und ihre

Punktwerte aus PC3-Zellen dargestellt, Tabelle 10 zeigt die Kandidaten aus Dul45-Zellen.
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Tabelle 9 — Tumormarkerkandidaten aus PC3-Vesikel Proteomics und deren

Beurteilung

Proteinname UniProt Funktion/Involviert in Punktzahl
ID Prozess (max. 14)
Sushi repeat-containing SRPX2 Gehirnentwicklung, Zellmigration 10
protein
Basement membrane-specific PGBM Bestandteil extrazellulirer Matrix 10
heparan sulfate proteoglycan (EM); Instandhaltung von
core protein Endothelien
AGRIN AGRIN Neuromuskulire Entwicklung 9
Laminin subunit gamma-1 LAMC1 Zelladhision, Zelldifferenzierung, 9
Metastasierung
Syndecan-4 SDC4 Transmembran FGF-Corezeptort, 8
Zelladhision
Chondroitinsulfate CSPG4 Proliferation, Migration, 7
proteoglycan Kollagen-interaktion
Biglycan PGS1 Neuromuskulare Entwicklung, 7
GefilBneubildung
Laminin subunit beta 3 LAMB3 EM Bestandteil 6
Laminin subunit beta 1 G3XAI2 EM Bestandteil 5
Collagen alpha-1(XII) D6RGG3 Kollagen 1 Modifikation 4
Complement C5 CO5 Humorales Immunsystem 3
Aggrecan core protein HOYMS81 EM Bestandteil, 3
Knorpelbestandteil
Laminin subunit alpha 3 LAMA3 EM Bestandteil 2
Tubulointerstitial nephritis TINAL Peptidase, bindet Laminin 2
antigen-like

Neurexin-1-beta E7ERLS Zelladhision in Synapsen 1
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Tabelle 10 — Tumormarkerkandidaten aus Dul45-Vesikel Proteomics und

deren Beurteilung

Proteinname UniProt ID Funktion/Involviert in Prozess Punktzahl
(max. 14)
Neuropilin E9PEPG6 Angiogenese, Migration, Axonfiihrung 11
Thrombospondin-1 TSP1 Zell-Zell-, Zell-Matrix-Interaktionen, 11
Stressreaktionen
Heparansulfat PGBM Bestandeteil extrazelluldrer Matrix 10
proteoglycan core (EM); Instandhaltung von Endothelien
protein
Agrin AGRIN Neuromuskulidre Entwicklung 9
High motility group HMGBI1 DNA Chaperone 9
protein Bl
Syndecan 4 SDC4 Regulation verschiedener Prozesse, 8
u.A. Vesikelsekretion
Collagen alpha-1 (XII) D6RGG3 Kollagen 1 Modifikationen 7
Amyloid beta A4 A4 Neuralmembranrezeptor 3
protein
Aggrecan cote protein HOYMS1 EM Bestandteil, Knorpelbestandteil 3
Collagen alpha-1 COIA1 EM Bestandteil, VEGF-Inhibitor 3
(XVIII) chain
Complement C4 AOAOG2JPRO Immunreaktion, 2
Komplementaktivierung
Inter-alpha-trypsin Q5T985 Hyaluronmetabolismus 1
inhibitor heavy chain
H2
Inter-alpha-trypsin AOAO87WW43 Hyaluronmetabolismus 1
inhibitor heavy chain
H3
Prothrombin THRB Gerinnung, Akute-Phase-Protein 1
Neurexin-1-beta E7ERLS Zelladhision in Synapsen 1
Apolipoprotein B100 APOB Fettstoffwechsel/Fetttransport 1
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Proteinname UniProt ID Funktion/Involviert Punktzahl (max. 14)
in Prozess

116 kDa u5 small U5S1 pra-mRNA splicing 1

nuclear

ribonucleoprotein

component

Hemoglobin subunit | HBB Sauerstofftransport 0

beta

Nach Durchlaufen des Bewertungssystems blieben fiir Vesikel aus PC3- und aus Dul45-
Zellen je sieben solcher potenzieller Biomarkerkandidaten tbrig. Sechs der Proteine waren
sowohl auf den Vesikeln von PC3-, als auch denen von Dul145-Zellen vermehtt zu finden,
wenn die Zellen zuvor mit GW4869 behandelt wurden. Dabei handelte es sich um Agrin,
Basalmembran spezifisches heparansulfat-proteoglycan-kernprotein, Syndecan4, Kollagen

alphal (XII), Aggrecan core protein, sowie Neurexin 1 beta.

PC3 Dul45

Abbildung 11: Schnittmenge der Tumormarkerkandidaten. Links PC3-, rechts Dul45-
Proteinkandidaten, Mitte Schnittmenge — AGRIN; PGBM; SDC4; DORGG3; HOYMS81; E7ERLS.
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3.6.2 Validierung potenzieller Kandidaten im Western Blot

Diejenigen tber Massenspektrometrie gefundenen Proteine, die sich durch das
Bewertungssystem als potenzielle Tumormarkerkandidaten herausgestellt hatten, sollten nun
mittels Western Blot validiert werden. Dabei wurde besonderes Augenmerk auf die
Proteoglykane Agrin (AGRIN), Sushi repeat contating protein 2 (SRPX2), sowie Syndecan 4
(SDCH4) gelegt. SRPX2 vor allem, weil es in der Literatur in verschiedenen Tumorentititen
im Zusammenhang mit verringertem Uberleben oder Metastasierung beschrieben wurde
(Zhang et al. 2018; He et al. 2019). Syndecan 4 war auf Vesikeln beider Zelllinien zu finden,
ist an der Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten beteiligt (Woods und
Couchman, 1994) und kann als Rezeptor fiir den fibroblast growth factor 2 dienen (Chua-Ceres
C. et al.). Agrin war auf Vesikeln beider Zelllinien nachweisbar und ist dariiber hinaus in
Zusammenhang mit dem Progress hepatozellulirer Karzinome beschrieben (Chakraborty et

al. 2015).
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Abbildung 12: Nachweis SRPX2 und AGRIN im Western Blot. Anreicherung von SRPX2 in
der p14- sowie p100-Fraktion aus GW4869-behandelten PC3-Zellen (A, B, C, D). Vesikel der p14-
Fraktion aus Dul45-Zellen, die zuvor mit GW4869 behandelt wurden, zeigten eine Anreicherung
von SRPX2 (A, B) und AGRIN (E, F).
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Im Western Blot lieBen sich SRPX2 sowohl in der pl14-, als auch in der p100-Fraktion
nachweisen. Das Protein AGRIN lief3 sich auf Vesikeln der p14-Fraktion nachweisen. Hier
spiegelten sich die Ergebnisse der Massenspektrometrie wider, die diese Proteine als auf
Vesikeln GW4869 behandelter Zellen angereichert identifiziert hatte. Syndecan 4 liel3 sich
zum Zeitpunkt der Datenerhebung mittels Western Blot nicht auf Vesikeln von PC3- oder
Dul145-Zellen nachweisen.

3.7 Zelllinien zeigen im wound healing assay gegensitzliches

Migrationsverhalten nach GW4869 Behandlung

Um zu untersuchen, ob die Inhibition der nSmasen und die damit verbundene verinderte
Proteinbeladung sekretierter Vesikel funktionelle Relevanz fiir Prostatakarzinomzellen birgt,
wurde ein wound healing assay durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden PC3-Zellen und
Du145-Zellen in unterschiedlicher Konzentration auf einer 96-we// Platte ausgesit. Nach 24
Stunden wurde den nun konfluent gewachsenen Zellen mittels eines speziellen Gerits
(Incucyte Woundmaker ©) eine Wunde zugefiigt. Drei technische Replikate wurden jeweils mit
DMSO oder GW4869 behandelt. Zudem wurden fir jede Zelllinie zwei technische
Replikate, die unbehandelt blieben, hinzugefiigt. AnschlieBend wurde das Migrations-
verhalten der Zellen mit stindlich erzeugten Bildern festgehalten. Selbiges kann, wie im
Folgenden geschehen, durch die relative Wunddichte, aufgetragen gegen die Zeit,
ausgedrickt werden (Abb. 13). Weiteres zur Methodik siehe 2.2.9.
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Abbildung 13: Vergleich der relativen Wunddichte iiber 24 Stunden mit und ohne Inhibition
der neutralen Sphingomyelinasen. Vergleich der relativen Wunddichte nach DMSO oder keiner
Behandlung der Zellen, PC3-Zellen (A+B), Dul45-Zellen (F+G). Uberblick iiber den zeitlichen
Verlauf der relativen Wunddichte in allen Saatkonzentrationen fir PC3-Zellen (C), sowie fir Dul45-
Zellen (H). Zunahme der relativen Wunddichte von PC3-Zellen bei 10k Zellen/wel/ (D+E),
Abnahme der relativen Wunddichte von Dul45-Zellen (I). Vergleich der relativen Wunddichte beider
Zelllinien (J+K). Statistische Analyse mit 2-way Anova, drei technische Replikate bei n=1.

Zunichst wurde bei der Auswertung beurteilt, ob es zwischen den unbehandelten und den
mit DMSO-behandelten Zellen Unterschiede im Migrationsverhalten gab (Abb. 13A PC3-
Zellen, F Dul45-Zellen). Dabei zeigten beide Zelllinien dhnliche Ergebnisse im Sinne einer
Abnahme der Wunddichte nach Behandlung mit DMSO (Abb. 13B PC3-Zellen, G Du145-
Zellen). Signifikant wurde diese Abnahme jedoch nur fir PC3-Zellen in den Aussaatkonzen-
trationen 20k, 40k und 50k Zellen/we// und nicht tber die gesamte Dauer des Expetiments,
sondern zu gewissen Zeitpunkten (Abb. 13B). Auch beim Vergleich zwischen GW4869 und
DMSO-behandelten PC3- oder Dul45-Zellen zeigten sich die gro3ten Effekte 10-24h nach
Wunderzeugung (Abb. 13 E, I, K). PC3-Zellen zeigten bei einer Konzentration von 10k

Zellen/well und im Zeitraum von 12-24 Stunden nach Wunderzeugung einen signifikanten
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Unterschied in der relativen Wunddichte (Abb. 13E). GW4869 behandelte Zellen schafften
es dabei die Wunde deutlich schneller zu verschlieBen, als mit DMSO behandelte oder
unbehandelte Zellen. Bei Dul45-Zellen hingegen dauerte der Wundverschluss, gemessen an
der relativen Wunddichte, nach GW4869-Behandlung, in den Konzentrationen 10k, 20k, 40k
und 50k Zellen/wel/ und im Zeitraum von 12-24 Stunden, signifikant linger als in der
Kontrollgruppe (Abb. 13I). Der Vergleich der beiden Zelllinien erfolgte bei einer
Konzentration von 10k Zellen/we/l. Hietbei wurde der Unterschied im Migrationsverhalten
der Zellen, gemessen an der relativen Wunddichte, nach Behandlung mit GW4869 besonders
deutlich (Abb. 13 J+K). Die mit DMSO-behandelten und unbehandelten Zellen zeigten
dabei bei einer Konzentration von 10k Zellen/well keine signifikanten Unterschiede im

Migrationsverhalten (Abb. 13K).
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde die funktionelle und diagnostische Relevanz neutraler
Sphingomyelinasen bei der Sekretion extrazellulirer Vesikel aus Prostatakarzinomzellen

untersucht. Zu diesem Zweck wurden vier Fragestellungen als Leitlinien genutzt:

D Besteht ein Zusammenhang zwischen nSmase Gewebefirbung und

Tumorprogress?

11) Andert sich die Anzahl sekretierter Vesikel, nach &nockdown oder Inhibition der

neutralen Sphingomyelinasen?

II)  Andert sich die Proteinkomposition der Vesikel nach Inhibition der neutralen

Sphingomyelinasen und birgt dies diagnostische Relevanz?

IV)  Gibtes Unterschiede im Migrationsverhalten der Zellen, wenn nSmasen inhibiert

werden?

Die erste Frage wurde durch immunohistochemische Firbung von fssue arrays und deren
Bewertung angegangen. Dabei zeigte sich, dass nSmasel in Tumorgewebe stirker exprimiert
wird als in gesundem Gewebe. Des Weiteren enthielt die Patientengruppe mit der stirksten
nSmase2 Gewebefirbung den groften Anteil an metastasierten Karzinomen, die mit der
schwichsten Firbung den kleinsten. Dies ldsst die Vermutung zu, dass ein Zusammenhang
zwischen Tumorprogress bzw. Metastasierung und der Expression der neutralen
Sphingomyelinasen besteht. Dabei ist méglicherweise nicht der Tumorprogress die Folge
erhohter nSmase Expression, sondern die erhéhte Expression Folge des Tumorprogresses.
Es konnte gezeigt werden, dass erhohte nSmase-Aktivitit in  hdheren
Ceramidkonzentrationen und damit in vermehrter Apoptose resultiert und diese erhohte
Aktivitit durch diverse Einflisse, wie zum Beispiel Inflaimmation oder rdumlichen Stress,
ausgelost werden kann (Yabu et al. 2014). Folglich koénnte die nSmase-Aktivitit in
Tumorzellen unter immunologischem oder auch raumlichem Stress erhSht sein, der bei stark
proliferierenden  (metastasierenden) Tumoren herrscht. Dariiber hinaus gibt es
therapeutische Ansitze, die die Ceramidlevel tber Induktion der neutralen
Sphingomyelinasen erhéhen, um Tumorzellen zur Apoptose zu bewegen (Cheng, Bhujwalla,

Glunde 2016). Die ftissue array Gewebeproben wurden laut Hersteller jedoch vor
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Therapiebeginn entnommen, sodass eine therapiebedingte Induktion der neutralen
Sphingomyelinasen ausgeschlossen werden kann. Ein Mechanismus, mit dem Tumoren
dieser Apoptose auslosenden, erthéhten Ceramidkonzentration entkommen konnen, ist eine
Mutation in Form einer Deletion der Geneexpression der neutralen Sphingomyelinasen.
Eine solche Deletion liegt laut einer Studie des Cancer Genome Atlas Program, deren Ergebnisse
auf der Website www.chioportal.org analysiert, visualisiert und als Grundlage fiir diese Arbeit
genutzt wurden, in bis zu 17% der 492 sequenzierten Fille vor (Gao et al. 2013 & Cerami et
al. 2012).

Menck et al. haben 2017 gezeigt, dass sich die Konzentration sekretierter Vesikel aus der
Brustkrebszelllinie SKBR3 dndert, wenn die neutralen Sphingomyelinasen inhibiert werden.
Dabei wurde eine Zunahme der pl4-Fraktion und eine Abnahme der p100-Fraktion
beobachtet. Somit stellte sich also die zweite der Leitfragen: ob sich die Anzahl sekretierter
Vesikel unter Inhibition der nSmasen auch in Prostatakarzinomen dndert. Dies wurde fir die
Prostatakarzinomzelllinien PC3 und Du145 untersucht. Dabei zeigte sich, gegensitzlich zum
Sekretionsverhalten der SKBR3-Zellen, fiir PC3-Zellen eine signifikante Zunahme der p100-
Fraktion, sowie eine tendenzielle, jedoch statistisch nicht signifikante, Abnahme der p14-
Fraktion. Keine Zunahme aber eine unverinderte p100-Fraktion nach Inhibition der nSmase
in PC3-Zellen wurde zuvor schon von Phuyal et al. (2014) beschrieben. Diese Arbeitsgruppe
hatte jedoch zur Quantifizierung der sekretierten Partikel Western Blots als einzige Methode
genutzt. Dabei ist es schwer zu beurteilen, ob sich tatsdchlich die Anzahl sekretierter Partikel
oder nur deren Proteinbeladung dndert. Um diesen Faktor auszuschlieBen, wurden die
Vesikel in dieser Arbeit nicht nur mittels Western Blot, sondern auch via nanoparticle tracking
analysis untersucht. Dul45-Zellen zeigten mit einer tendenziellen Zunahme der p14-Fraktion
und Abnahme der p100-Fraktion ein dhnliches Sekretionsverhalten wie SKBR3-Zellen,
jedoch waren diese Ergebnisse statistisch nicht signifikant. Eine Erklirungsmoglichkeit der,
mit Ausnahme der PC3-p100-Fraktion, mangelnden statistischen Aussagekraft der
Ergebnisse besteht darin, dass die Inhibition der neutralen Sphingomyelinasen in den beiden
genutzten Zelllinien zwar tatsachlich Einfluss auf das Sekretionsverhalten der Zellen nimmt,
die Auswirkungen jedoch zu gering sind, als dass signifikante Unterschiede in der Zahl
sekretierter Vesikel sichtbar wiirden. Ein weiterer zu beachtender Faktor sind mdégliche
Fehlerquellen in der experimentellen Durchfihrung. Dabei kann es vor allem beim Absaugen
des Uberstandes zwischen den einzelnen Zentrifugationsschritten zum Verlust von Teilen
des Pellets und somit zur Reduktion der spiter gemessenen Partikelzahl kommen. Dies ist

der Tatsache geschuldet, dass das zu resuspendierende Pellet in der Regel nicht sichtbar ist
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und somit ein teilweiser oder gar vollstindiger Verlust zunichst nicht bemerkt wird. Des
Weiteren ist nicht sicher auszuschlieBen, dass bei der Ultrazentrifugation auch andere
Partikel, wie zum Beispiel Lipoproteine, mit pelletiert werden. Aktuell werden diverse andere
Aufreinigungsmethoden diskutiert, die alle ihre jeweiligen Vor- und Nachteile mit sich
bringen (Small et al. 2019). Allerdings scheint sich mittlerweile die sogenannte sige exclusion
chromatography als Methode der Wahl herauszustellen, weil sie leicht anzuwenden ist, giinstig
ist und eine hohe Reinheit der Vesikel erreicht werden kann, was vor allem bei der
Aufreinigung aus Blutplasma eine gréBere Rolle spielt (Monguié-Tortajada et al. 2019).
Vesikel der durch knockdown der nSmasen behandelten Zellen zeigten in den NTA
Messungen teils groBere Unterschiede, sogar innerhalb eines biologischen Replikats. Bei
diesen Experimenten kam als potenzielle Fehlerquelle, neben der Aufreinigung der Vesikel,
die fragliche Effizienz des &nockdown hinzu. Der entsprechende Nachweis via Western Blot
gelang dabei nur in ca. 50% der Fille, was eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse weiter
erschwert und ein weiteres Verfahren zur Inhibition der nSmasen via GW4869 no6tig machte.
Wie weiter oben erwahnt, wurden die aufgereinigten Vesikel nicht nur mittels NTA, sondern
auch im Western Blot untersucht. Dabei lie3en sich die NTA Messdaten teilweise im Western
Blot bestitigen. So vor allem in der PC3 p100- sowie der Dul45 pl4-Fraktion. Die
Visualisierung der Vesikelmenge sowie der Vergleich unterschiedlicher Behandlungen mittels
Western Blot bergen dabei einige Schwierigkeiten. Zum einen gibt es, im Gegensatz zur
vergleichenden Detektion von Proteinen aus Zellextrakt, keine Moglichkeit einer
Ladekontrolle. Zum anderen ist, wie oben bereits erwihnt, nicht sicher auszuschlie3en, dass
sich nicht die Menge der Vesikel, sondern lediglich die Konzentration ihrer Proteinbeladung
unter Behandlung mit beispielsweise GW4869 dndert oder dass Proteine unabhingig von
Vesikeln pelletiert werden. Festzuhalten ist jedoch, dass die neutralen Sphingomyelinasen
eine Rolle in der Sekretion extrazellulirer Vesikel aus Prostatakarzinomzellen spielen. Ob
diese Rolle eine diagnostische Relevanz beinhaltet, sollte mit der nichsten Leitfrage
beantwortet werden. Zu diesem Zweck wurden Vesikelpopulationen von Dul45- und PC3-
Zellen, die entweder mit DMSO oder GW4869 behandelt wurden, massenspektrometrisch
untersucht. Diejenigen Proteine, die dabei ein signifikant erhéhtes Vorkommen auf Vesikeln
aus GW4869-behandelten Zellen zeigten, wurden einem Bewertungssystem unterzogen, das
deren Eignung als Biomarker aus Blut abschitzen sollte. Dabei stellten sich vor allem das
sushi repeat containing protein (SRPX2) sowie Agrin (AGRIN) als interessante Kandidaten fur
weitere Untersuchungen heraus. SRPX2 gehort als Chondroitinsulfat, genauso wie Agrin als

Heparansulfat zur Familie der Proteoglykane. Beiden Proteinen wird neben einer Rolle zu
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bestimmten Zeitpunkten der Entwicklung des Gehirns (Kréger und Schroder, 2002;
Schirwani et al. 2019), auch eine Rolle in Tumorprogress und Metastasierung, sowie
moglichen therapeutischen Ansitzen zugesprochen. Dies gilt bei SRPXZ2 sowohl fir
Prostata- als auch fir andere Karzinome, wie zum Beispiel das Plattenepithelkarzinom der
Speiseréhre (Zhang et al. 2018; He et al. 2019). Fur Agrin wurde bisher kein Zusammenhang
mit Prostatakarzinomen, jedoch mit dem Progress des hepatozelluliren Karzinoms
beschrieben (Chakraborty et al. 2015). Weitere Untersuchungen zur praktischen Anwendung
der Proteine als Biomarker kénnten daher vielversprechende Ergebnisse liefern. Als letzter
Schritt sollte nun beurteilt werden, ob die Inhibition der neutralen Sphingomyelinasen
funktionelle Konsequenzen hat. Zu diesem Zweck wurde ein Wundheilungsassay
durchgefiihrt. Dieses Experiment lieferte sehr interessante Hinweise auf das
Migrationsverhalten der untersuchten Zelllinien. Dabei zeigten Dul45- und PC3-Zellen
gegensatzliches Verhalten, wenn die neutralen Sphingomyelinasen inhibiert wurden. PC3-
Zellen waren unter Inhibition der nSmasen in der Lage, die erzeugte Wunde in kirzerer Zeit
zu verschliefen als die Kontrollgruppe, wohingegen Dul45-Zellen unter Inhibition der
nSmasen linger brauchten die Wunde zu verschlieBen, als die Kontrollgruppe. Da bei der
massenspektrometrischen Untersuchung der Vesikel aus mit GW4869-behandelten PC3-
Zellen SRPX2 vermehrt gefunden wurde, lisst sich das beschleunigte Migrationsverhalten
moglicherweise mit der gesteigerten Freisetzung an SRPX2-beladenen Vesikeln erkliren.
Zhang et al. beschrieben 2018 einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen der
SRPX2-Expression und Lymphknoten- und Fernmetastasierung sowie verkiirztem
Gesamtiiberleben von Prostatakarzinompatienten, was ebenfalls fiir ein gesteigertes
Migrationsverhalten und erhohte Invasivitit der Tumorzellen spricht. Gao et al. konnten
2015 bereits zeigen, das SRPX?2 in Pankreaskarzinomen Migrations- und Invasionsverhalten
der Tumorzellen verstirkt. Fest steht, dass SRPX2 aktuell Grundlage einer Vielzahl von
Studien ist und eine weitergehende Untersuchung der funktionellen Zusammenhinge um
dieses Protein erfolgen sollte.

Mit dieser Arbeit wurden die Zusammenhinge zwischen der Aktivitit der neutralen
Sphingomyelinasen und der Sekretion extrazellulirer Vesikel aus Prostatakarzinomzellen,
sowie des Migrationsverhaltens der Zelllinien PC3 und Dul45 niher beleuchtet. Des
Weiteren wurden sushi repeat containing protein und Agrin als potenzielle vesikelgebundene
Biomarker identifiziert. Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden die Grundlage fir weitere
Fragestellungen und Experimente im Hinblick auf die Regulation der EV-Beladung und

Sekretion durch nSmasen im Tumorkontext.
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5 Zusammenfassung

Prostatakarzinome stellen die haufigste maligne Tumorerkrankung bei Minnern dar. Trotz
guter Fritherkennungs- und Behandlungsméglichkeiten ist das das Prostatakarzinom die
zweithaufigste tumorbedingte Todesursache. Der Wert des prostataspezifischen Antigens
kann als Friherkennungs- und Verlaufsmarker genutzt werden, jedoch birgt das Screening
nicht nur Vorteile, da dabei auch potenziell latent verlaufende Karzinome entdeckt werden,
bei deren Behandlung die Patienten mit teils gravieren Nebenwirkungen zu kimpfen haben.

Weitere Forschung zur Erkennung und Behandlung ist also nétig.

Ziel dieser Arbeit war es, die funktionelle und diagnostische Relevanz neutraler
Sphingomyelinasen bei der Sekretion extrazellulirer Vesikel aus Prostatakarzinomzellen zu

untersuchen.

Zunichst wurden immunohistochemische Fiarbungen von fssue arrays angefertigt. Dabei
zeigte sich eine Korrelation zwischen Metastasierung und erhéhter nSmase2-Expression. Da
erh6hte nSmase2-Aktivitit mit erhohter Ceramidproduktion und damit erhéhtem
Apoptosedruck einhergehen, konnte eine, durch Mutation bedingte,
Funktionseinschrinkung des SMPDZ2-Gen-Produkts, wie sie in dieser Arbeit durch die
GW4869 Behandlung simuliert wurde, einen Uberlebensmechanismus fiir Tumoren

darstellen.

Weiterhin zeigte sich, dass sich das Vesikelsekretionsverhalten der Prostatakrebszelllinien
PC3 und Dul45 unter Inhibition der neutralen Sphingomyelinasen dnderte. Eine grofe
Anderung der Konzentration sekretierter Vesikel war unter den experimentellen
Voraussetzungen bei beiden Zelllinien und in beiden Vesikelpopulationen nicht zu erkennen.
Fir die p100-Fraktion von PC3-Zellen lie sich jedoch eine statistisch signifikante Zunahme
der Vesikelmenge um das 3—4fache der Kontrollgruppe feststellen. Weiterhin waren PC3-
Zellen, die zuvor mit dem Inhibitor GW4869 behandelt wurden, im wound healing assay in der
Lage, die Wunde sehr viel schneller zu verschlieBen, als diejenige Zellen in der
Kontrollgruppe. Bei Dul45-Zellen zeigte sich ein genau umgekehrtes Verhalten. Eine
funktionelle Relevanz der neutralen Sphingomyelinasen ist also nicht nur in der Sekretion

der Vesikel gegeben, sondern auch im Migrationsverhalten der untersuchten Zellen.
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Einen Zusammenhang zwischen funktioneller und diagnostischer Relevanz brachten die
Ergebnisse der massenspektrometrischen Analyse von Vesikeln aus zuvor mit GW4869 oder
DMSO-behandelten Zellen. Dabeti zeigte sich das Protein SRPX?2 als ein vielversprechender
Kandidat fir weitergehende Untersuchungen. Das Protein wird in aktueller Forschung mit
Tumorprogress und Metastasierung in Verbindung gebracht und seine Sekretion auf
extrazelluliren Vesikeln kénnte Teil des oben genannten Mechanismus sein, wachsendem
Apoptosedruck im Primirtumor zu entgehen. FEine Aufreinigung extrazellulirer Vesikel aus
Blut ist moglich und unter bestimmten molekulargenetischen Konstellationen des
Tumorgewebes wire ein mdglicher Nachweis von SRPX2 auf extrazelluliren Vesikeln
denkbar. Weitergehende Untersuchungen der diagnostischen und funktionellen Relevanz
von SRPX? werden interessante Ergebnisse liefern. Fest steht, dass das spannende, junge
Feld der extrazelluliren Vesikel, vor allem im Zusammenhang mit Tumorerkrankungen,

deren Erkennung und Therapie, weiter ergriindet werden muss.
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