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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Prostatakarzinom
1.1.1 Epidemiologie, Atiologie, Risikofaktoren

Das Prostatakarzinom (PCa) ist mit einer Inzidenz von ca. 59.000 Neuerkrankungen
pro Jahr (Stand 2017, entsprechend 23% aller soliden Krebserkrankungen, das hau-
figste Karzinom des Mannes in Deutschland (Krebs in Deutschland, 2017). Nach dem
Bronchialkarzinom ist das metastasierte PCa die zweithaufigste krebsassoziierte To-
desursache. Das Risiko im Laufe des Lebens an einem PCa zu erkranken, betragt in
westlichen Industrienationen rund 40 % und steigt mit zunehmendem Alter. Das mitt-
lere Erkrankungsalter liegt aktuell bei 69Jahren (Krebs in Deutschland, 2017). Bei 10
% der erkrankten Manner wird das PCa symptomatisch und 3 % versterben an den
direkten Folgen der Krebserkrankung (Bott et al., 2003). Das Uberleben von Patienten
mit einem metastasierten kastrationsresistente Prostatakarzinom (mCRPC), die eine
Chemotherapie mit Docetaxel erhalten haben, ist abhangig vom Ort der Metastasie-
rung. Eine ausschlieBlich lymphogene Metastasierung geht mit einem mittleren Uber-
leben von 31,6 Monaten einher und reduziert sich bei Vorliegen von ossaren Metasta-
sen auf 21,3 Monate. Die schlechteste Prognose weisen Patienten mit einer viszeralen
Metastasierung (VM) auf. Liegt eine pulmonale Metastasierung vor, betragt das mitt-
lere Uberleben 19,4 Monate und reduziert sich bei Lebermetastasen auf 13,5 Monate
(Halabi et al., 2016).

Die Atiologie des PCa ist weitgehend ungeklart und wird kontrovers diskutiert. Als
wichtigster Risikofaktor gilt das steigende Alter. Als weiterer gesicherter Risikofaktor
gilt zudem eine positive Familienanamnese (Cuzick et al., 2014; Zeegers et al., 2003).
Studien aus Nordamerika konnten zeigen, dass Manner schwarzafrikanischer Her-
kunft haufiger und Asiaten seltener erkranken als Europaer (Gronberg, 2003). Zudem
konnte innerhalb Europas ein Nord-Sud-Gefalle gezeigt werden (Gronberg, 2003). Als
mogliche Ursachen kommen soziookonomische Faktoren sowie Ernahrungsgewohn-
heiten in Betracht. Phytodstrogene und Antioxidantien, wie das in Tomaten enthaltene
Lycopen, konnte eine protektive Wirkung zugesprochen werden (Bostwick et al., 2004;
Giovannucci et al., 2002; Ozasa et al., 2004). Ungesattigte Fettsauren, ein erhdhter
Body-Mass-Index, ionisierende- und UV-Strahlung, ein Vitamin-D-Mangel, erhohte
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IGF-Spiegel sowie eine chronische Inflammation des Urogenitaltraktes scheinen die
Entstehung eines PCa zu begunstigen (Armstrong and Doll, 1975; Bostwick et al.,
2004; Cuzick et al., 2014; Dennis et al., 2002). Ein eindeutiger Zusammenhang zwi-
schen Tabakkonsum oder hohen Testosteronspiegeln und der Entstehung eines PCa
konnte trotz zahlreicher Studien bisher nicht einheitlich dargestellt werden (Bostwick
et al., 2004; Cuzick et al., 2014).

Als Ursachen fur die Entstehung eines kastrationsrefraktaren Prostatakarzinoms
(CRPC), eines Tumors mit Resistenz gegen eine Androgentherapie, werden unter-
schiedliche Mechanismen, wie die Amplifikation, Uberexpression und Mutation des
Androgenrezeptors, eine ligandenunabhangige Hormonproduktion sowie eine veran-
derte Expression von Koaktivatoren des Androgenrezeptors, diskutiert (Maughan and
Antonarakis, 2015).

1.1.2 Symptome und Metastasierung

Zu Beginn der Erkrankung bleibt das PCa in der Regel asymptomatisch. Durch lokale
GroRenzunahme kann es im Verlauf zu obstruktiven und irritativen Miktionsstorungen
kommen. Hamaturie und Harnstauungsnieren stellen weitere Symptome dar. In lokal
fortgeschrittenen Stadien kann es zu Nervenlasionen und in der Folge zu erektiler Dys-
funktion kommen. Das PCa metastasiert lokal in die pelvinen Lymphknotenstation und
im Rahmen der Fernmetastasierung hauptsachlich in das Skelettsystem. Bevorzugt
bildet es osteoplastische Lasionen in der lumbosakralen Wirbelsaule. Symptomatisch
stehen Knochenschmerzen und Allgemeinsymptome, wie Fieber, Nachtschweil® und
Gewichtsverlust im Vordergrund. Eine VM in Leber oder Lunge ist selten und geht mit
einer schlechten Prognose einher (S3 Leitlinie, 2019).

1.1.3 Diagnostik und Klassifikation

Der Groliteil der Tumore wird in lokalisierten Stadien entdeckt und ist gut therapierbar.
Dies ist nicht zuletzt auf die gesetzlichen Friherkennungsprogramme zurtckzufuhren
(Krebs in Deutschland, 2017). Die aktuelle S3-Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) empfiehlt Mannern
ohne Risikofaktoren eine erste Vorsorgeuntersuchung ab dem 45. Lebensjahr. Ziel der

Vorsorgeuntersuchung ist es diejenigen Manner in frihen Stadien zu finden, die an
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einem aggressiven Tumor leiden und eine mutmaliliche Lebenserwartung von min-
destens 10 Jahren haben (S3 Leitlinie, 2019). Eine Serumbestimmung von prostata-
spezifischem Antigen (PSA) ist aufgrund der kontroversen Studienlage nicht Bestand-
teil des routinemalligen, gesetzlich geforderten Screenings (S3 Leitlinie, 2019;
Hoffman, 2011; llic et al., 2013; Schroder et al., 2014). Das Institut fur Qualitat und
Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWIG) kommt in seinem Abschlussbericht
zu dem Ergebnis, dass die PSA-Bestimmung als Screeninginstrument mehr Mannern
durch Uberdiagnose schade, als Nutzen bringe (IQWIG, 2019). Um Uberdiagnose und
Ubertherapie durch ungerichtete PSA-Bestimmungen zu vermeiden, sollte auf eine
bedachte Patientenauswahl und Interpretation der gewonnen Werte geachtet werden
(Draisma et al., 2009; Loeb et al., 2014). Benigne Erkrankungen, wie die benigne Pros-
tatahyperplasie (BPH) und die Prostatitis, aber auch die digitale Manipulation der Pros-
tata vor der Blutentnahme, kdnnen zu einer unspezifischen PSA Elevation fuhren (Balk
et al., 2003). Die Suche nach sensitiveren und spezifischeren Laborparametern zur
sicheren Friherkennung eines klinisch relevanten PCa fur den klinischen Alltag ist bis-
her erfolglos (Cuzick et al., 2014).

Nach aktueller S3-Leitlinie werden Patienten, die einen kontrollierten PSA-Wert Gber
4 ng/ml oder einen deutlichen PSA-Anstieg oder ein karzinomverdachtiges Areal in der
digital-rektalen Untersuchung aufweisen einer ultraschallgesteuerten systematischen
Prostatastanzbiopsie (unter Entnahme von mindestens 10-12 Stanzzylindern) zuge-
fuhrt. Eine multiparametrische Magnetresonanztomografie der Prostata (mpMRT) der
Prostata sollte in der Primardiagnostik und bei PCa Verdacht trotz negativer systema-
tischer Biopsie erfolgen (S3 Leitlinie, 2019).

Die histologische Klassifikation erfolgt anhand des Gradings nach Gleason, welches
den Differenzierungsgrad der Drusenmorphologie beschreibt (Gleaon-Grad 1: gut dif-
ferenziert; Gleason-Grad 5: undifferenziert). Nach einer Stanzbiopsie berechnet sich
der Gleason-Score aus den beiden am haufigsten vorkommenden Drusenarchitektu-
ren und nach einer Prostatektomie wird unter Betrachtung des gesamten Resektates
der Gleason-Score aus dem am haufigsten vorkommenden Drisenmuster und dem
am schlechtesten differenzierten Drusenmuster gebildet (Epstein et al., 2005).

Die Einteilung des PCa nach TNM-Stadien (T-umor, N-odulus, M-etastase) erfolgt an-
hand der aktuellen Union internationale contre le cancer (UICC) - Klassifikation (siehe
Tab. 1 und 2).
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Tab. 1: TNM Klassifikation des Prostatakarzinoms (PCa), (Tabelle nach Wittekind, Klimp-
finger, Sobin, TNM-Atlas, Springer, 5. Auflage, 2005).

TNM | Ausdehnung klinische Einteilung
T klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder tast- noch | lokal begrenztes PCa
sichtbar.

T1a: PCa in <5% des untersuchten Prapara-
tes (Zufallsbefund)
T1b: PCa in >5% des untersuchten Prapara-
tes (Zufallsbefund)
T1c: PCa in Stanzbiopsie bei nicht tastbarem

Tumor

T2 auf die Prostata begrenzt, Prostatakapsel intakt.
T2a: Befall von <50% eines Seitenlappens
T2b: Befall von >50% eines Seitenlappens

T2c: Befall beider Seitenlappen

T3 extraprostatisches Tumorwachstum, Tumor durch- | lokal fortgeschrittenes PCa
bricht Prostatakapsel.
T3a: extrakapsulare Ausbreitung

T3b: Samenblaseninfiltration

T4 Infiltration von Nachbarorganen: Harnblase, Rek-

tum, SchlieBmuskel, Beckenwand

N1 regionarer Lymphknotenbefall fortgeschrittenes bzw. meta-

M1 Fernmetastasen stasiertes PCa
M1a: extraregionare Lymphknotenmetasta-
sen

M1b: Knochenmetastasen

M1c: andere Fernmetastasen

Tab. 2: Union Internationale Contre le Cancer (UICC-Stadien) des PCa (Tab. nach Bierley

etal.)
UICC-Stadium TNM
I bis T2a
] T2b oder T2c
[} T3
v T4 oder N1 oder M1
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Im klinischen Alltag kann das lokal begrenzte PCa, z.B. unter Berlcksichtigung von
PSA-Wert, Gleason-Score im Biopsat und klinischem Tumorstadium, bezuglich des
Progressions- und Rezidivrisikos stratifiziert werden (D'Amico et al., 1998). Bei Pati-
enten mit niedrigem Risiko (PSA < 10 ng/ml und Gleason 6 und cT1c/2a) kann auf eine
bildgebende Staginguntersuchung aufgrund der geringen Wahrscheinlichkeit eines or-
ganuberschreitenden Wachstums oder einer Metastasierung verzichtet werden. Pati-
enten mit einem hohen Risiko (PSA > 20 ng/ml oder Gleason = 8 oder cT2c) sollten
vor Einleitung einer Therapie ein Staging der Beckenorgane mittels MRT oder Com-
putertomografie (CT) bekommen. Patienten mit Knochenschmerzen, einem PSA >
10 ng/ml, einem Gleason > 7 oder einem T3/4 Tumor wird eine Skelettszintigraphie
geraten (Abuzallouf et al., 2004; S3 Leitlinie, 2019).

In der klinischen Nachsorge wird zur fruhzeitigen Detektion eines biochemischen Re-
zidivs die regelmalige Kontrolle des PSA-Wertes empfohlen, um ein solches Rezidiv
moglichst vor dem Entstehen klinischer Symptome und Metastasierung zu erkennen
(Freedland, 2011).

Eine der zentralen SchlUsselpunkte liegt in der Differenzierung von aggressiven Tu-
morformen, die in der Primarsituation einer raschen Therapie und in der Nachsorge
einer intensiven Uberwachung bedirfen, von indolenten, méglicherweise klinisch stets
insignifikanten Formen (Taylor et al., 2010). In fortgeschrittenen Stadien gelingt die
Detektion von viszeralen Metastasen bisher nur durch bildgebende Diagnostik, wenn
die Metastasen eine ausreichende Grof3e erreicht haben. Diagnostische Parameter,
wie die Entwicklung verschiedener Scores auf der Basis von Genexpressionsprofilen,
um eine viszerale Metastasierung zu erkennen bevor sie makroskopisch in der Schnitt-
bildgebung oder Sonografie sichtbar wird oder um ihr zukunftiges Auftreten vorherzu-
sagen, konnten sich bisher nicht etablieren (Amaro et al., 2014). Die Entwicklung di-
agnostischer Marker fur ein gezieltes, personalisiertes Diagnostik- und Therapiere-
gime konnten neben der schnelleren Therapieeinleitung unnoétige Belastungen fur Pa-

tient und das Gesundheitswesen zukunftig reduzieren.

1.1.4 Therapie

Um fur den Patienten ein individuelles, stadiengerechtes Therapieregime zu planen,
spielen neben der gangigsten Risikostratifizierung nach D" Amico (D'Amico et al.,
1998), die voraussichtliche Lebenserwartung des Patienten, seine Komorbiditaten und
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Wiunsche sowie das Nebenwirkungsprofil der einzelnen Behandlungsoptionen eine
entscheidende Rolle.

Im Allgemeinen stehen folgende Therapieoptionen zur Verfugung:
- Wachtful Waiting (WW) / beobachtendes Abwarten

- Active Surveillance (AS) / aktive Uberwachung

- radikale Prostatektomie (rPx)

- perkutane Radiotherapie

- Low-Dose- (LDR-) und High-Dose- (HDR-) Brachytherapie

- Hormonablative Therapie

- Chemotherapie

- Transurethrale Resektion

Fur Patienten mit niedrigem Risikoprofil kommen AS oder ein WW (bei einer Lebens-
erwartung von weniger als zehn Jahren) in Frage. Bei Befundverschlechterung werden
die Patienten im Behandlungsmodell der AS einer kurativen Therapie zugefuhrt, wo-
hingegen eine klinische Verschlechterung bei WW palliativ therapiert wird (S3 Leitlinie,
2019). Das lokalisierte PCa kann in kurativer Intention in allen Risikogruppen mittels
rPx mit ggf. Lymphadenektomie (offen, laparoskopisch oder roboterassistiert) oder
perkutaner Radiotherapie, je nach Risikokonstellation in Kombination mit einer hormo-
nablativen Therapie und/oder LDR-Brachytherapie, behandelt werden. Je nach Risi-
kokonstellation stehen Patienten mit einem lokal begrenzten PCa verschiedene Vari-
anten der alleinigen Brachytherapie zur Verfugung (S3 Leitlinie, 2019). Zudem kann
bei unvollstandiger Resektion oder lokal fortgeschrittenen Stadien eine adjuvante Ra-
diatio und/oder hormonablative Therapie notig sein (S3 Leitlinie, 2019).

Fur Patienten mit primar metastasiertem PCa stehen als palliative Therapieoptionen
Varianten der hormonablativen Therapie ggf. in Kombination mit einer taxan-basierten
Chemotherapie (Docetaxel) oder Abirateron (plus Prednison/Prednisolon) oder die
neuen Antiandrogene Apalutamid und Enzalutamid zur Verfugung. Die Androgende-
privation kann mittels luteinisierendem-Hormon-Releasing-Hormon- (LHRH) Agonis-
ten, Gonadotropin-Releasing-Hormon- (GnRH) Antagonisten, Hemmern der Andro-
gensynthese, klassischen Antiandrogenen oder durch bilaterale subkapsulare
Orchiektomie erfolgen (S3 Leitlinie, 2019).
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Liegt ein CRPC oder androgenunabhangiges metastasiertes PCa vor, bleiben als pal-
liative Therapiemoglichkeiten die Gabe von Abirateron (plus Prednison/Prednisolon),
Docetaxal und Enzalutamid. Als Zweitlinien-Chemotherapie kann Cabazitaxel einge-
setzt werden und auch nuklearmedizinische Verfahren wie die Behandlung mit PSMA-
Ligandentherapie oder Radium-223 haben ihren Stellenwert. Weitere zielgerichtete
Substanzen befinden sich aktuell in der Erprobungsphase und haben noch experimen-
tellen Charakter (S3 Leitlinie, 2019).

Knochenmetastasen konnen praventiv mit Denosumab oder Bisphosphonaten und
symptomatisch durch medikamentdse Schmerztherapie, Radiatio oder operative Inter-
vention therapiert werden (Cornford et al., 2017; S3 Leitlinie, 2019; Fizazi et al., 2017;
Gravis et al., 2013).

1.2 Integrine und extrazellulare Vesikel

1.2.1 Integrine

Integrine sind transmembranare Proteine, welche die extrazellulare Matrix mit dem in-
trazellularen Zytoplasma verbinden. Aufgebaut sind sie als Heterodimere aus je einer
a- und B-Untereinheit. Bisher sind 18 a- und 8 B-Untereinheiten bekannt, die sich zu
24 verschiedenen Adhasions-Rezeptoren mit unterschiedlichen Bindungseigenschaf-
ten und unterschiedlicher Gewebeverteilung zusammensetzen konnen (Campbell and
Humphries, 2011). Sie sind an diversen physiologischen und pathophysiologischen
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt. Unter anderem haben sie Einfluss auf
die Regulation des Zellzyklus und somit auf Zelldifferenzierung, Proliferation und Zell-
tod (Cooper and Giancotti, 2019; Giancotti and Ruoslahti, 1999; Salemi et al., 2021;
Sun et al., 2014). Des Weiteren spielen sie eine Rolle bei der Zellmigration, Genex-
pression und Aktivierung von Wachstumsfaktoren (Goel et al., 2008). Bei der Tumor-
genese fuhrt eine veranderte Integrinexpression zu einer verstarkten Tumorzellmigra-
tion und —invasion. Integrine sind somit an den wesentlichen Schritten der Tumorpro-
gression, von der Entwicklung des Primarius bis zur Metastasierung, beteiligt (Hamidi
and Ivaska, 2018; Valdembri and Serini, 2021). Zahlreiche Studien konnten zeigen,
dass veranderte Integrinprofile eine entscheidende Rolle bei der Progression des PCa
spielen. Im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigten sich im PCa reduzierte Level der
Integrine a5 und a7 sowie erhohte Konzentration der Integrine avp1, avf3, avp6 und
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a6B1 (Drivalos et al., 2016; Fedele et al., 2015; Krishn et al., 2019; Lu et al., 2018;
Zhang et al., 2019). Neben der Tumorprogression konnen Integrine Einfluss auf die
Entwicklung einer Chemotherapieresistenz (Gasca et al., 2020), Angiogenese (Krishn
et al., 2020), Metastasierung (Connell et al., 2020) und die Entstehung einer neuroen-
dokrinen Differenzierung (Quaglia et al., 2020) haben.

1.2.2 Extrazellulare Vesikel

Aufgrund eines bisher uneinheitlichen Begriffsgebrauchs ist die Einordnung und Ver-
gleichbarkeit der erhobenen Daten zum Thema extrazellulare Vesikel (EV) unter ver-
schiedenen Arbeitsgruppen schwierig. Neben dem uneinheitlichen Sprachgebrauch ist
eine klare Klassifizierung aufgrund der zum Teil unklaren Biogenese der EVs er-
schwert.

In dieser Studie wird der Begriff EV und Exosomen analog der Definition der Internati-
onal Society for Extracellular Vesicels (ISEV) und deren 2018 aktualisierten Positions-
papier ,Minimal information for studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a
position statement of the International Society for Extracellular Vesicels and update of
the MISEV2014 guidelines®, verwendet.

Die Einteilung und Differenzierung der EV beruht auf deren physikalischen und mor-
phologischen Eigenschaften, wie GrofRe und Dichte, ihrer biochemischen Zusammen-
setzung und ihrem Entstehungsort bzw. ihrer Funktion. Sie konnen mittels Ultrazentri-
fugation bei mindestens 100.000 x g pelletiert werden, reichern sich in einem Sucrose-
Gradienten bei einer Dichte zwischen 1,13 bis 1,19 g/ml an und konnen in der Elekt-
ronenmikroskopie sowie mittels massenspektrometrischer und Antikdrper-basierter
Verfahren identifiziert und spezifiziert werden (Thery et al., 2018).

EV sind von einer Lipiddoppelschicht, ahnlich einer Zellmembran, umhullt und enthal-
ten Proteine, Lipide und Nukleinsduren (miRNA, RNA, nicht-kodierende RNA). Sie sind
als Informationstrager in Korperflissigkeiten, wie Blut, Speichel, Urin und Muttermilch
nachweisbar (Vlassov et al., 2012).

Biogenese, Aufbau, Funktion und deren Implikation fur Diagnostik und Therapie diver-
ser onkologischer und chronischer Erkrankungen sind in der letzten Dekade zuneh-
mend Gegenstand aktueller Forschung geworden (. 1).
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Abb. 1: zeitlicher Verlauf der wissenschaftlichen Publikationen zu ,,extrazelluldren
Vesikeln“ bei PubMed zwischen 2000 und 2021 (zugegriffen am 25.09.2022)

Zur Gruppe der EV gehoren neben Mikrovesiklen (100 nm — 1000 nm), die aus Ab-
schnurungen der Plasmamembran entstehen, auch kleinere Membranvesikel, die so-
genannten Exosomen (30 nm — 150 nm). Sie entstehen durch die Fusion von multi-
veskularen Endosomen zu multivesikularen Koérperchen (MVB, multivesicular bodies).
Wenn diese zytosolisch gelegenen MVB mit der Zellmembran fusionieren, werden die
Exosomen in den Extrazellularraum freigesetzt (Thery et al., 2018). MVBs entstehen
unter dem Einfluss von Komponenten des Endosomal Sorting Complexes Required
For Transport (ESCRT). Nach der Identifizierung ubiquitinylierter Proteine reichern sie
diese an der endosomalen Membran an, erzeugen Membraneinstiulpungen und initiie-
ren die Vesikelabschnurung. In die ESCRT-unabhangige Entstehungsmechanismen
der MVBs sind Lipide, Tetraspanine und Hitzeschockproteine involviert (Colombo et
al., 2013). Der Abbau der MVBs, die nicht mit der Zellmembran fusionieren, erfolgt
durch die Fusion mit Lysosomen (Kowal et al., 2014). Die intrazellularen Vorgange bei

der Vesikelgenese sind in Abb. 2 dargestellt.
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Abb. 2: Intrazellulire Mechanismen der exosomalen Biogenese und Sekretion (Abbil-
dung und Beschreibung modifiziert nach Kowal et al., 2014). Schematische Darstellung der
Herkunft und Freisetzung von Exosomen aus eukaryotischen Zellen. Exosomen werden als
intraluminale Vesikel (ILV) durch die Ausknospung an der Membran von frihen Endosomen
und an Multivesicular Bodies (MVB) gebildet. An der Biogenese der ILVs sind diverse Mole-
kile, wie die Endosomal Sorting Complexes Required For Transport (ESCRT)-Komponenten,
Lipide (u.a. Ceramide) und Tetraspanine beteiligt. Die MVBs fusionieren entweder mit Lyso-
somen oder mit der Zellmembran, wodurch sie ihren Inhalt ins extrazellulare Milieu entlassen.
In den Transport der MVBs und die Freisetzung der Exosomen sind zahlreiche Rab-Proteine
(RAB11, RAB27, RAB35) involviert. Die I6slichen N-Ethylmaleimide-sensitive-factor attach-
ment receptors (SNARE) - Komplexe sind vermutlich an der Fusion der MVBs mit der Plas-
mamembran beteiligt. Andere sekretierte Partikel werden direkt an der Plasmamembran ab-
geschnurt und werden als Mikrovesikel oder Mikropartikel bezeichnet.
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Aufgrund ihres endosomalen Urpsungs zeigen EV ein typisches Merkmalsprofil (Tab.
3).

Tab. 3: Typische Protein- und Lipidzusammensetzung von Exosomen (Thery et al., 2018;
Vlassov et al., 2012).

Proteine Lipide

Transport- und Membranproteine Cholesterol

(z.B. Guanintriphosphat (GTP) -bindendes Protein, An-

nexin, Flotillin) Sphingolipiden (bspw. Ceramide)
Tetraspanine Phospoglyceriden

(z.B. CD9, CD63, CD81, CD82)

Hitzeschockproteine
(z.B. Hsp 70, Hsp 90)

Proteine zur Bildung multivesikuldrer Endosomen
(z.B. Alix, Tumor susceptibilty gene (TSG) 101)

Interzellulare Kommunikation kann neben direktem Zell-Zell-Kontakt oder Uber sekre-
tierte Molekule auch durch EV stattfinden. EV ermdglichen durch den Transport von
Nukleinsduren den interzellularen Informationsaustausch zwischen weit entfernten
Korperkompartimenten (Belting and Wittrup, 2008). Exosomen haben abhangig von
ihren Ursprungszellen und deren Situation unterschiedliche physiologische und patho-
physiologische Funktionen. Nach Aufnahme in die Zielzelle konnen sie durch Beein-
flussung von Transkription, Translation und post-translationaler Modifikation, Metabo-
lismus und Homaostase der Zielzelle verandern. Neben den physiologischen Funktio-
nen im Rahmen der Immunmodulation, Proliferation, dem programmierten Zelltod, der
Koagulation und Angiogenese spielen sie in diesen und weiteren Bereichen auch bei
pathophysiologischen Vorgangen eine Rolle (Vlassov et al., 2012).

Dadurch konnen Tumorexosomen im Rahmen der Fernmetastasierung uber Integrine,
durch die Interaktion mit residenten Zellen im Zielorgan zur Ausbildung einer prame-
tastatischen Nische dienen (Hoshino et al., 2015). Durch Ausbildung einer solchen
Nische wird es zirkulierenden Tumorzellen erleichtert sich in einem spezifischen Organ
anzusiedeln. Zudem konnen sie Zielzellen morphologisch und funktionell so veran-

dern, dass es zu einer malignen Progression kommen kann (Lugini et al., 2016).
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1.2.3 EV in der Tumorbiologie, Diagnostik und Therapie

Trotz zahlreicher wissenschaftlicher Erfolge hat sich fur maligne Erkrankungen der
Prostata bisher kein zuverlassiger, spezifischer Tumormarker etablieren konnen. Be-
sonders fehlen Marker, die Patienten in frihen Stadien erkennen und zur Rezidiv- und
Progressionsdiagnostik genutzt werden konnen. Biomarker, die eine potentielle Meta-
stasierung mit Vorhersage der Lokalisation der Metastasierung voraussagen, fehlen
ganzlich. Das PSA als Marker in der Diagnostik und Nachsorge des PCa wird seit
Jahren kontrovers diskutiert, da es aufgrund seiner niedrigen Spezifitat immer wieder
zu Fehl- und Uberdiagnosen (schlechte Diskrimination von benignen Prostataerkran-
kungen zu malignen Erkrankungen) und infolgedessen zu Ubertherapie mit den be-
kannten Nebenwirkungen der etablierten Therapiemethoden kommt (Hoffman, 2011;
IQWIG, 2019).

Da EV tumorspezifische Signaturen tragen konnen, gelten sie als Hoffnungstrager in
der Tumordiagnostik und Therapieuberwachung. Da auch gesunde Zellen EV sezer-
nieren, ist die Anreicherung von krebsspezifischen EV erforderlich, um einen moglichst
aussagekraftigen Biomarker zu identifizieren. Ein weiterer Vorteil von EV besteht in
der einfachen, kaum invasiven Gewinnung aus leicht zuganglichen Korperflussigkei-
ten, wie Blut und Urin (Cappello et al., 2017).

Logozzi et al. konnten zeigen, dass Plasmaproben von Patienten, die an einem malig-
nen Melanom erkrankten im Vergleich zu Plasmaproben von gesunden Probanden
erhohte Exosomenkonzentrationen aufwiesen (Logozzi et al., 2009). Untersuchungen
von Patienten mit PCa, hamatologischen Tumoren und kolorektalen Karzinomen ka-
men zu vergleichbaren Ergebnissen und zeigten, dass insbesondere diese EV in er-
hohter Konzentration vorlagen, die Marker exprimierten, die auf ihren zellularen Ur-
sprung (Tumor) verwiesen (Caivano et al., 2015; Duijvesz et al., 2015; Nawaz et al.,
2014; Silva et al., 2012). Die Veranderung der Menge zirkulierender EV konnte zudem
Hinweise auf die Effektivitat einer medikamentdsen Tumortherapie liefern (Cappello et
al., 2017).

Als vielversprechender Biomarker fur das Pankreaskarzinom konnte das exosomale
Proteoglykan Glypican 1 identifiziert werden. Es korreliert mit der HOhe der Tumorlast
und kann zwischen gesunden Probanden, benignen Pankreaserkrankungen sowie
zwischen frGhen und spaten Stadien des Pankreaskarzinom differenzieren (Melo et
al., 2015). Die Isolation von EV aus PCa-Zelllinien und aus Patientenplasma konnte
diverse Proteine, wie Claudin 3, , programmed cell death 6 interacting protein®
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(PDCDG6IP), Fettsaure-Synthase (FASN), Exportin 1 (XPO1) und Enolase 1 (ENO1)
als potentielle Biomarker fur das PCa identifizieren (Duijvesz et al., 2013; Worst et al.,
2017).

Patienten, die an einem fortgeschrittenen, metastasierten PCa litten, zeigten im Ver-
gleich zu Patienten ohne Metastasierung oder gesunden Probanden eine hohere Plas-
makonzentration von CD9 und PSMA positiven Exosomen (Mizutani et al., 2014). Im
Urin von Patienten mit PCa konnten nach der digital rektalen Manipulation erhohte
Konzentration an CD9, CD63 und PSA positiver Exosomen gemessen werden
(Duijvesz et al., 2015). Als potentielle Kandidaten sind auch Nukleinsauren, wie die
MRNA-Biomarker PCA-3 und TMPRSS2:ERG sowie miR-10a-5p, miR-29b-3p, miR-
375 und miR-1290 beim PCa von Interesse (Huang et al., 2015; Nilsson et al., 2009;
Worst et al., 2019).

Neben den diagnostischen Mdglichkeiten konnten EV auch als Vehikel fur neue The-
rapeutika dienen, die zielgerichtet ihren Inhalt (bspw. Medikament) zu einer Zielzelle
transportieren und dort freigeben (Fais et al., 2016; Fang et al., 2014; Lener et al.,
2015).

1.2.4 EV und Integrine

Nicht nur die zellulare Integrinexpression, sondern insbesondere die Prasenz auf EV
tragt zur Organotropie der Metastasierung bei (Hoshino et al., 2015). Hoshino et al.
konnten zeigen, dass die Integrinbeladung der Tumorexosomen zur Modifikation der
Zielzellen und Ausbildung einer prametastatischen Nische beitragt und dadurch den
Gewebeorganotropismus festlegt. Durch die Ausbildung einer prametastatischen Ni-
sche konnen sich Tumorzellen, die sich normalerweise eher in anderen Geweben an-
siedeln, im Gewebe ansiedeln und Tumormetastasen bilden. Integrine auf EV fusio-
nieren zielgerichtet mit spezifischen Geweben und aktivieren Signalwege, die eine
Umgebung schaffen (erhohte GefalRpermeabilitat, proangionetische Faktoren, Inflam-
mation, etc.), die es den Tumorzellen erleichtert sich anzusiedeln. In Pankreas- und
Mammakarzinomzelllinien konnten sie zeigen, dass bestimmte exosomale Integrine
mit spezifischen Metastasierungsorten assoziiert sind. Eine Uberexpression der In-
tegrine a6 und deren Partner 31 und 4 fuhrt zu einer Organotropie in die Lunge. Die
Integrine av und 35 sind vorzugsweise in Tumorexosomen mit Lebertropismus expri-
miert (Abb. 3).
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Abb. 3: Exosomale Integrinexpression als potentieller Pradiktor der organsepzifischen
Metastasierung. Abbildung und Beschreibung nach Hoshino et al., 2015). Schematische Dar-
stellung der von Exosomen vermittelten organotropen Tumorausbreitung. Tumorexosomen
werden abhangig von ihrem Integrinprofil in residente Zielzellen zukunftiger Organmetastasen
aufgenommen.

Durch den exosomalen Transport konnen Integrine, wie die Integrine av36 und av33
nicht nur in der Zelle wirken in der sie synthetisiert werden, sondern auch durch Auf-
nahme in weit entfernten Zellen mit niedriger oder fehlender Expression von Integrin
avp6- bzw. avB3. So konnten sie durch die Beeinflussung von Zelladhasion und -mig-
ration zur Tumorprogression und Metastasierung des PCa beitragen (Fedele et al.,
2015; Krishn et al., 2019). Eine erhdhte Expression von avp3 miundet zudem in der
Ausbildung von metastatischen Lasionen im Knochen (Krishn et al., 2019). Vermittelt
durch die exosomal transportierte miR-1247-3p hochmaligner Leberzellkarzinomzellen
kommt es zur Aktivierung des B1-Integrin-NFkB Signalweges in Fibroblasten und zur
Ausbildung einer prametastatischen Nische im Lungengewebe (Fang et al., 2018).
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1.3 Fragestellungen

Im Gegensatz zu EV aus benignen Prostatazellen besitzen EV aus PCa-Zellen die
Fahigkeit die Krankheitsprogression zu beschleunigen (Abd Elmageed et al., 2014).
Die prometastatischen Eigenschaften der EV von Patienten mit einem PCa konnten in
der veranderten Vesikelbeladung oder in der erhohten Sekretion begrundet liegen.

Ein besseres Verstandnis der Rolle des Integrinprofiles von EV fur die Organotropie
im PCa konnte dazu beitragen neue diagnostische Marker und therapeutische Mecha-
nismen zur Beeinflussung der Krankheitsprogression zu entwickeln. Daher stellen sich

folgende Fragen:

- Ist die Durchflusszytometrie eine geeignete Methodik zur Analyse der Oberfla-
chensignaturen auf EV?

- Unterscheiden sich die Konzentrationen und GroRenverteilungen der EV aus
Blutproben von Patienten mit viszeral metastasiertem PCa, Patienten mit
ossaren Metastasen, Patienten ohne Metastasen und benignen Kontrollpatien-
ten?

- Finden sich Unterschiede in Konzentration und GroRenverteilung im Hinblick
auf das Auftreten von Leber-, Lungen- und Knochenmetastasen?

- Verandern sich Konzentrations- und GroRenverteilung der EV unter medika-
mentoser Therapie mit Docetaxel?

- Sind die Konzentrations- und GroRenverteilung der EV mit den klinischen End-
punkten PSA-Ansprechen und krebsspezifisches Uberleben assoziiert?

- Sind die Integrine CD51 (av), CD29 (1) und CD104 (34) auf EV aus dem Blut-
plasma von Patienten mit metastasiertem PCa nachweisbar?

- Unterscheiden sich die Integrinsignaturen der EV im Hinblick auf das Auftreten

von Leber-, Lungen- und Knochenmetastasen?

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wird die Eignung der EV und die Rolle von Integrinen
fur die Pradiktion viszeraler Metastasierungsmuster untersucht. Ziel ist es ein besseres
Verstandnis der unterschiedlichen Expression bestimmter Integrine auf EV bei der Ent-
stehung von Fernmetastasen. Dies ist notwendig fur weitere diagnostische Fort-
schritte, zur besseren Risikostratifizierung, Therapieiberwachung und Entwicklung

neuer therapeutischer Ansatze.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Gerate

In dieser Arbeit wurden folgende Gerate verwendet (Tab. 4).

Tab. 4: verwendete Gerate

Gerate

Hersteller

Analysenwaage Sarotius LC 2200 S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

COz-Inkubator Binder Serie CB210

Binder, Tuttlingen, Deutschland

FACS Canto ™ 1

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Gefrierschrank -80°C

Ewald Innovationstechnik, Rodenberg,

Deutschland

Kihl- und Gefrierschrank

Liebherr, Bulle, Schweiz

Kuhlkammer 4°C

Viessmann, Allendorf, Deutschland

Lichtmikroskop Zeiss Axio Vert.A1

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

LUNA-FLTNI Dual Fluorescence Cell Coun-

ter

logos biosystems, Stidkorea

Magnetischer Separator MagneSphere®

Promega, Wisconsin, USA

Magnetrihrer RCT basic

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen im

Breisgau, Deutschland

Minizentrifuge Sprout

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, Deutschland

Manuelle Pipetten 10 ul, 100 pl, 200 pl,
1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe (akku-betrieben) Pipetus ®

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

Deutschland

Sorvall ™ Zentrifuge RC 6 Plus

Thermo Fisher, Waltham, USA

Standautoklav Tuttnauer 5075 ELV

Tuttnauer, Breda, Niederlande

Taumelschuttler Biometra WT12

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

™

Tischzentrifuge HeraeusTMLabofuge

400R

Thermo Fisher, Waltham, USA

Tischzentrifuge Universal 30RF

Hettich AG, Bach, Schweiz
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Ultrazentrifuge Discovery 100SE
Festwinkelrotor T-865

Thermo Fisher, Waltham, USA

Ultrazentrifuge Optima XPN-80
Festwinkelrotor Typ 45 Ti

Beckman Coulter, Kalifornien, USA

Vibrationsschittler Sunlab SU1900

Sunlab Sustainable Lab Instruments, Mann-

heim, Deutschland

Wasserbad

GFL, Burgwedel, Deutschland

Zellkulturwerkbank Herasafe ™ KSP18

Thermo Fisher, Waltham, USA

ZetaView® TWIN

Particle Metrix GmbH, Inning am Ammer-

see, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

In dieser Arbeit wurden folgende Materialien verwendet (Tab. 5 - 10).

Tab. 5: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Filterpipettenspitzen 10 ul, 100 pl, 200 pl,
1000 pl

Starlab, Hamburg, Deutschland & Eppen-
dorf, Hamburg, Deutschland

Kryorohrchen 2 ml

Thermo Fisher, Waltham, USA

Parafilm

Bemis, Wisconsin, USA

Reaktionsgefale 0,5 ml, 1 ml, 1,5 ml,
2ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Reaktionsgefalle 15 ml, 50 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-

land

serologische Pipettenspitzen 2 ml, 5 ml,
10 ml, 25 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutsch-

land

Spritzen 1 ml, 10 ml

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Spritzenfilter Rotilabo® 220 nm

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ultrazentrifugenréhrchen Polycarbonat
26,3 ml

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Zellkulturflaschen 25 cm?, 75 cm?,
175 cm?

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Zentrifugenréhrchen Rundboden 5 ml

Corning, New York, USA

19



Material und Methoden

2.1.3 Chemikalien, Puffer

Tab. 6: verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

Albumin bovine fraction V (BSA)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DMEM mit 4,5 g/l D-Glucose, L-Glutamin

Thermo Fisher, Waltham, USA

Dulbecco-PBS (DPBS) ohne Ca?* und Mg?*

Thermo Fisher, Waltham, USA

Ethanol vergallt

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Fetales Kalberserum (FBS)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

McCoy’s 5A Medium

Thermo Fisher, Waltham, USA

RPMI 1640 Medium

Thermo Fisher, Waltham, USA

Metribolone (R1881)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypan Blue Stain 0,4 %

Thermo Fisher, New Jersey, USA

Trypsin/EDTA 0,25 %

Thermo Fisher, Waltham, USA

Tab. 7: verwendete Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Assay Puffer

DPBS + 0,1 % BSA

Einfriermedium

DMEM + 10 % FBS + 10 % DMSO

Farbepuffer

DPBS + 1 % FBS

2.1.4 Antikorper

Tab. 8: verwendete Antikorper

Antikorper Clone Hersteller

AlexaFluor®647 Mouse Anti-Human CD51 NKI-M9 Becton Dickinson, New
Jersey, USA

BV421 Rat Anti-Human CD104 439-9B Becton Dickinson, New
Jersey, USA

BV510 Mouse Anti-Human CD29 MARA4 Becton Dickinson, New
Jersey, USA

FcR Blocking Reagent human Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach,
Deutschland
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FITC Mouse Anti-Human CD81 JS-81 Becton Dickinson, New
Jersey, USA
PE-CyTM7 Mouse Anti-Human CD63 H5C6 Becton Dickinson, New
Jersey, USA
PE Mouse Anti-Human CD9 M-L13 Becton Dickinson, New
Jersey, USA
2.1.5 Beads
Tab. 9: verwendete Beads
Beads Hersteller

BDTMCompBeads Set Anti-Mouse g,
k/Negative Control Compensation Particles
Set

Becton Dickinson, New Jersey, USA

BDTMCompBeads Set Anti-Rat and Anti-
Hamster Ig, k/Negative Control Compensa-

tion Particles Set

Becton Dickinson, New Jersey, USA

Exosome-Human CD9 Flow Detection

Invitrogen, ThermoFisher, New

Jersey, USA
Exosome-Human Invitrogen, ThermoFisher, New
CD63 Isolation/Detection Jersey, USA
Exosome-Human CD81 Flow Detection Invitrogen, ThermoFisher, New
Jersey, USA

Polystyrolbeads ZetaView 100 nm

Particle Metrix GmbH, Inning am Ammersee,

Deutschland

™

UltraComp eBeads Compensation

Beads

Invitrogen, ThermoFisher, New Jersey, USA

2.1.6 Kits

Tab. 10: verwendetes Kit

Kit

Hersteller

exoEasy Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.7 Software

In dieser Arbeit wurden folgende Programme verwendet (Tab. 11).

Tab. 11: verwendete Software

Software

Hersteller

FlowdJo Single Cell Analysis Software v10

Becton Dickinson, New Jersey, USA

GraphPad Prism 5®

GraphPad Software Inc., La Jolla, USA

SAS JMP 14®

SAS Institute, Cary NC, USA

2.1.8 Zelllinie

In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet (Tab. 12).

Tab. 12: verwendete Zelllinien

Zelllinie | Hersteller | Medium | Wachstums- | Merkmale
verhalten in
Kultur
BPH1 ATCC, RPMI + | adharente aus Gewebeprobe mit benigner
Wesel, 10 % Monolayer Prostatahyperplasie (BPH), immor-
Deutsch- FBS + talisiert mit Simian Virus SV40,
land R1881 nicht tumorigen, PSA (-), Andro-
genrezeptor (-)
(Hayward et al., 1995)
DU145 ATCC, DMEM + | adharente fortgeschrittenes Adenokarzinom
Wesel, 10 % Monolayer der Prostata, isoliert aus einer zent-
Deutsch- FBS ralnervosen Metastase,
land moderates metastatisches Poten-
tial, Androgen-Rezeptor-Status (+),
nicht hormon-sensitiv, PSA (-)
(Pulukuri et al., 2005; Stone et al.,
1978)
HCT116 | ECACC, McCoy’s | adharente Kolonkarzinomzelllinie (Brattain et
Porton +10 % Monolayer al., 1981)
Down, UK | FBS
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LNCaP ATCC, RPMI + | Inlosen Zell- | Adenokarzinom der Prostata, iso-
Wesel, 10 % clustern liert aus supraklavikularen Lymph-
Deutsch- FBS knoten, niedriges metastatisches
land Potential, Androgenrezeptor (+),
Ostrogenrezeptor (+), hormonsen-
sitiv, PSA (+)
(Horoszewicz et al., 1983; Pulukuri
et al., 2005)
PANC1 ATCC, DMEM + | adharente fortgeschrittenes, metastasiertes
Wesel, 10 % Monolayer duktales Adenokarzinom des Pan-
Deutsch- FBS kreas
land (Deer et al., 2010; Lieber et al.,
1975)
PC3 ATCC, DMEM + | adharente Mo- | fortgeschrittenes Adenokarzinom
Wesel, 10 % nolayer der Prostata, isoliert aus Knochen-
Deutsch- FBS metastase, hohes metastatisches
land Potential, PSA (-), Androgen resis-
tent
(Kaighn et al., 1979; Pulukuri et al.,
2005)

2.1.9 Probanden- und Patientenproben

Die Probenaquirierung erfolgte im Rahmen der NEUTAX-Studie (von Hardenberg et
al., 2017; von Hardenberg et al., 2018), einer prospektiven, multizentrischen Beobach-
tungsstudie in verschiedenen urologischen Kliniken und Praxen (Klinik fur Urologie und
Urochirurgie Mannheim, Klinik fur Urologie der Universitatsmedizin Gottingen, Klinik
fur Urologie am Klinikum Ludwigshafen, Onkologische Schwerpunktpraxis Heidelberg
(Dr. med. Stefan Fuxius), Urologie Herzberg (Dr. med. Thorsten Werner)). Einge-
schlossen wurden Patienten mit metastasiertem PCa vor Beginn einer Chemotherapie
mit Docetaxel. Blutentnahmen erfolgten je 7 Tage vor dem ersten Zyklus, 7 Tage vor
dem dritten Zyklus und 7 Tage vor dem sechstem Zyklus Chemotherapie. Ein EDTA-
Plasma Rohrchen wurde fur spatere experimentelle Analysen bei -80°C im Deutschen
Krebsforschungszentrum (DKFZ) und im urologischen Forschungszentrum der Medi-
zinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg gelagert. Die Studie wurde
durch die Medizinische Ethikkommission |l der Universitat Heidelberg genehmigt
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(2011-387N-MA). Weitere Proben von gesunden Probanden und Patienten mit BPH,
lokalisiertem und metastasiertem PCa wurden im Rahmen des Biobank-Projektes der
Klinik far Urologie und Urochirurgie Mannheim (Ethikvotum 2015-549N-MA) gewon-
nen. Die Nutzung der Daten wurde gemal} der Deklaration von Helsinki durchgefthrt.

Einen Uberblick Uber die Charakteristika der verwendeten Patientenproben liefern die

Tab. 13 -15.

Tab. 13.: Probanden- und Patientencharakteristika von Patienten mit benigner Prosta-
tahyperplasie (BPH) und lokalisiertem (lok.) PCa

lok. PCa BPH Probanden
(n=6) (n=15) (n=8)
Alter (Jahre) 57,8+9,3 66 +7,8 30,5+£7,2
MW + SD
Vitalitatsstatus in % 100 100 100
PSA (ng/ml) 27,3+53,9 11,6 £ 8,7 n.a.
MW + SD
Gleason Score (GS) 6 | 2 (33 %) n.a. n.a.
GS7 3 (50 %)
GS 8 0 (0 %)
GS9 1(17 %)
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Tab. 14: Patientencharakteristika der Neutax-Kohorte (*Mehrfachnennung méglich)

Patientencharakteristika (n = 12) n (%)

Alter (Jahre) MW £ SD 71,8+7,3

(61-88)

Gleason Score 7 2 (22 %)

8 3 (33 %)

9 4 (44 %)

keine Angaben 3

PSA (ng/ml) MW + SD 199,3 +219,9

(7,1-636,5)

Metastasierung viszerale Metastasie- 6 (50%)
rung (VM)

ohne VM 6 (50 %)

* 0,

Fernmetastasen Knochen 7 (64 %)

Lebermetastasen 3 (27 %)

Lungenmetastasen 2 (18 %)

keine Angaben
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Tab. 15: Patientencharakteristika der Patienten mit metastasierte PCa (*Mehrfach-nen-
nung moglich)

Patientencharakteristika (n = 20) n (%)
Alter (Jahre) MW £ SD 724772
(60 — 83)
Gleason-Score 7 6 (30 %)
8 4 (20 %)
9 9 (45 %)
10 1(5 %)
PSA (ng/ml) MW + SD. 752,9 + 1246,1
(0,02 — 4580)
Metastasierung VM 15 (75 %)
ohne VM 5 (25 %)
Fernmetastasen* Knochen 19 (95 %)
o
Lebermetastasen 12/(60 %)
o
Lungenmetastasen 6(30 %)
neuroendokrine Differenzierung 4 (20 %)

2.1.10 Kohorten- in silico Analysen

Neben der Literaturrecherche zur Auswahl geeigneter Integrine auf EV, die eine mog-
liche Rolle bei der Entstehung einer VM im metastasierten PCa spielen konnten, wur-
den publizierte Microarray-Datensatze reanalysiert.

Die Datensatze mehrerer Kohorten (The Cancer Genome Atlas Research Network
(TCGA), Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC), Robinson et al., 2015;
Taylor et al., 2010) wurden bei cBioPortal (https://www.cbioportal.org) bezogen. Die
mRNA Expressionsdaten waren verfligbar als mRNA Z-Score. Um Uberlebensanaly-
sen zu erstellen, wurden die mRNA-Expressions-Daten als Z-Score vs. Normal mit
einem Treshold von 2 aus cBioPortal exportiert (Taylor et al., 2010).Die klinischen Da-
ten der Kohorten wurden ebenfalls von cBioPortal heruntergeladen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkultivierung

Nachdem die Kryorohrchen im 37 °C warmen Wasserbad rasch aufgetaut wurden,
wurden sie anschlielRend bei 300 x g (5 min, Raumtemperatur (RT)) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 1 ml des entsprechenden Mediums resus-
pendiert und in 25 cm? groRen Zellkulturflaschen mit je 5-6 ml des entsprechenden
und vorgewarmten Mediums Uberfuhrt. Unter regelmafiger lichtmikroskopischer Kon-
trolle wurden die Zellen im Inkubator unter Standardbedingungen (37 °C, 5 % COx)
kultiviert. Nach den ersten 24 h wurde das Medium zur Halfte durch frisches Medium
ersetzt. Bei ausreichender Konfluenz wurden die Zellen in grof3ere Zellkulturflaschen
uberfuhrt. Anschlie3end erfolgte der Mediumwechsel je nach Bedarf alle 2-3 Tage. Bei
einer Konfluenz von 75 % erfolgte die Subkultivierung der Zellen bzw. der Wechsel auf
EV-Produktionsmedium. Der Wechsel auf EV-Produktionsmedium erfolgte erst nach-
dem die Zellen vorher mindestens zweimal passagiert wurden. Nach Abnahme des
Mediums erfolgte zum Abldsen der adharenten Zellen die Trypsinierung bei 37°C unter
lichtmikroskopischer Kontrolle. Die Reaktion wurde durch Zugabe des jeweiligen Me-
diums gestoppt. Anschliefiend wurde die Zellsuspension bei 300 x g zentrifugiert (5
min, RT). Der Uberstand wurde verworfen, das Zellpellet in frischem Medium resus-

pendiert und in neue Zellkulturflaschen Uberfuhrt (Passagierung).

2.2.1.2 Zellen einfrieren

Bis zur Verwendung der Zellen fur weitere Versuche wurden die Zellen bei -80 °C
eingefroren. Hierzu wurde die trypsinierte Zellsuspension bei 300 x g (5 min, RT) zent-
rifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 10 % DMSO und 90 % des ent-
sprechenden Mediums resuspendiert.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mittels eines automatisierten Zellzahl-
gerates. Ermittelt wurde neben der Zellzahl pro ml, die lebenden und toten Zellen so-

wie die mittlere GroRe der gemessenen Zellen. 10 ul der Zellsuspension wurden mit
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10 pl Trypanblau vermischt. AnschlieBend wurden 10 pl dieser Suspension in Pho-
tonSlides™ gegeben und im Zellzahler automatisiert analysiert. Das Trypanblau, ein
Diazofarbstoff, durchdringt die Zellmembran von abgestorbenen oder perforierten Zel-
len und farbt diese durch Proteinbindung dunkelblau. Vitale, intakte Zellen werden
nicht angefarbt (Tennant, 1964).

2.2.1.4 Herstellung von EV-Produktionsmedium

Die Herstellung des EV-Produktionsmediums erfolgte mittels Ultrazentrifugation. In ei-
nem Verhaltnis von 60 % Medium und 40 % FBS erfolgte die Zentrifugation Uber Nacht
(16 h, 4 °C) bei 110.000 x g. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und
durch einen 220 nm Filter filtriert. Der partikelfreie filtrierte Uberstand wurde mit fri-
schem Medium ohne Zusatze verdunnt auf eine Konzentration von 5 % FBS.

2.2.1.5 Zellkultivierung zur Partikelisolation mittels Ultrazentrifugation

Die Zellen wurden in konventionellem Medium mit 10 % FBS in 175 cm? Zellkulturfla-
schen kultiviert. Bei einer Konfluenz von ca. 60 % wurde das Medium abgenommen
und die Zellen mit sterilem PBS dreimal gewaschen. AnschlieRend wurde das EV-
Produktionsmedium (siehe 2.2.1.4) fur eine Kultivierung von 72 h verwendet. Danach
wurden die Uberstande der Zellkulturflaschen abgenommen und in 50 ml Reaktions-
gefalle Uberfuhrt. Die Zellen wurden zur Herstellung von Zellpellets fur weitere Versu-
che genutzt (siehe 2.2.1.1). Die Aufreinigung des Uberstandes zur Eliminierung gro-
Rerer Partikel, Zellfragmenten und apoptotischer Zellen erfolgte in 3 Zentrifugations-
schritten (Runde 1: 300 x g, 10 min, RT; Runde 2: 2.000 x g, 10 min, RT; Runde 3:
10.000 x g, 10 min, 4 °C). Nach jedem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand vor-
sichtig abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt. Das Zellpellet wurde
verworfen. Der gewonnene Uberstand wurde in einer Ultrazentrifuge bei 100.000 x g
(120 min, 4 °C) zentrifugiert, anschlielfend abgenommen und verworfen. Das so ge-
wonnene Zellpellet wurde in PBS resuspendiert und erneut bei 100.000 x g (120 min,
4 °C) zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das EV-Pellet in 50 ul PBS
resuspendiert. Eine schematische Ubersicht der Zentrifugationsschritte liefert Abb. 4.
Die Lagerung der EV-Pellets erfolgte bei -80 °C bis zur Verwendung fur weitere Ana-
lysen (siehe 2.2.3, 2.2.4 und 2.2.5).
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Als Kontrollprobe fungierte fur alle Versuche eine Mediumprobe, die unter gleichen
Bedingungen in der Zellkultur ohne Zellen mit EV-Produktionsmedium kultiviert und

anschlie3end ultrazentrifugiert wurde.

SS

300 x g 2.000 x ¢
10 min 10 min
RT

10.000 x
10 min
4°C
Uberstand aus Pellet ver- Uberstand in Pellet ver- Uberstand Pellet ver-
Zellkulturflasche werfen neues RG werfen in neues RG werfen
100.000 x g 100.000 x g
120 min 120 min
Uberstand in Uberstand Pellet in Uberstand EV-Pellet
neues RG verwerfen neues RG verwerfen

Abb. 4: EV-lsolation aus Zellkulturiiberstand mittels Ultrazentrifugation. Schematische
Darstellung der verschiedenen Zentrifugationsschritte bis zum Erhalt eines EV-Pellets.

2.2.2 Blutaufbereitung Patientenproben

Die Aufbereitung der Blutproben erfolgte im urologischen Forschungszentrum der Me-
dizinischen Fakultdt Mannheim der Universitat Heidelberg. Die Proben wurden inner-
halb von 6 h weiterverarbeitet. Bis zur Verarbeitung lagerten die Proben bei 4 °C. Nach
Zentrifugation bei 2.000 x g (10 min, 4 °C) wurde das Plasma aus zwei EDTA-
Rohrchen in einem Reaktionsgefal’ vereint und durch Invertieren vermischt. Die Plas-

maproben wurden in Aliquots mit je 1 ml bei -80 °C bis zur EV-Isolation gelagert.
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2.2.2.1 EV-Isolation aus Patientenplasma mittels exoEasy Kit

Die Isolation der EV aus Patientenplasma erfolgte mittels des exoEasy Kits (Qiagen)
unter Nutzung membranbasierter Saulen und spezieller Pfuffer. Nach Herstelleranga-
ben wurden die Plasmaproben zunachst mittels Zentrifugation (10.000 x g, 30 min, 4
°C) und Filtration (220 nm Filter) aufgereinigt, um grof3ere Partikel zu eliminieren.

Im Verhaltnis 1:1 (Puffer XBP: Patientenplasma) wurde der Puffer XBP mit dem
Plasma der Patientenprobe durch mehrfaches invertieren des Reaktionsgefalles ver-
mischt. Die Suspension wurde auf eine membranbasierte Saule gegeben und zentri-
fugiert (500 x g, 1 min, RT). Der Durchfluss wurde verworfen. Durch Zugabe von XWP
Puffer auf die Saule und Zentrifugation (4700 x g, 5 min, RT) wurde der restliche XBP
Puffer aus der Saule gewaschen. Die Saule wurde in ein neues Sammelreaktionsge-
fal uberfuhrt und nach Zugabe des Puffer XE fur 1 min inkubiert. Nach Zentrifugation
(500 x g, 1 min, RT) wurde das Eluat erneut auf die Saule gegeben, fur 1 min inkubiert
und zentrifugiert (4700 x g, 5 min, RT). Eine schematische Darstellung des Ver-
suchsablaufes ist in Abb. 5 dargestellt. Das Eluat wurde bei -80 °C bis zur Verwendung
in weiteren Analysen gelagert.

@ @ ExoEasy Kit

2.000 x g,10 min, 4 10.000 x g, 30 min, 4° (Qiagen)
220 nm Filter

Vollblutprobe Blutplasma Blutplasma EV-Pellet

Abb. 5: EV-Isolation aus Patientenblutproben mittels ExoEasy Kit. Schematische Darstel-
lung des Aufreinigungsprozesses von der Vollblutprobe bis zum EV-Pellet.
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2.2.3 Nanopartikel Tracking Analysis (NTA)

Zur Bestimmung der GroRRenverteilung und Konzentration der EV in den Proben wur-
den diese im ZetaView® TWIN — NTA Nanopartikel Tracking - Video Mikroskop PMX-
220 analysiert. Durch die Bestrahlung mit einem Laser (A = 488nm) werden Partikel im
Mikrometerbereich sichtbar gemacht.

Zunachst erfolgte die Kalibrierung des Gerates mit 100 nm grof3en Polystyrolbeads.
Anschliellend wurde die zuvor mittels ExoEasy Kit aus Patientenplasma bzw. mittels
Ultrazentrifugation aus Zelllinien isolierten Partikelsuspension analysiert. 1 ul der
Probe wurde mit sterilem PBS soweit verdunnt (Verdunnung EV aus Zelllinien zwi-
schen 1:10.000 bis 1:100.000, EV aus Blutplasmaproben 1:2.000 bis 1:10.000), dass
die Partikel ohne Uberlagerung in der Messkammer erkennbar waren. Fiir jede Mes-
sung wurden 11 Zellpositionen, jeweils 2 Zyklen unter folgenden Einstellungen: Focus:
Autofokus, Kamera Sensitivitat: 80, Shutter: 100, Frame Rate 30, Temperatur: RT.

2.2.4 Durchflusszytometrie

Die EV-Analysen erfolgten am BD FACSCanto Il in der FlowCore Mannheim der Me-
dizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg.

Mittels durchflusszytometrischer Messungen werden einzelne Partikel, wie eukaryoti-
sche Einzelzellen, Bakterien oder Beads, schnell und effizient analysiert. Der spezifi-
sche Nachweis von Antigenen auf den zu untersuchenden Zielpartikeln wird durch die
Verwendung Fluorochrom-gekoppelte Antikorper erreicht (Abb. 6). Die Laser, die zur
Anregung der an die Partikel gekoppelten Fluorochrome genutzt werden, haben spe-
zifische Wellenlangen und regen nur diese entsprechenden Fluorochrome an. Die ver-
wendeten Fluorochrome mit ihren jeweiligen Bandpassfiltern und Helligkeitseigen-
schaften sind in Tab. 16 dargestellt. Mit dem Seitswartsstreulicht (Sideward Scatter
SSC) wird die Granularitat der Partikel und mit dem Vorwartsstreulicht (Forward Scat-
ter, FSC) die Grolle der Partikel gemessen. Die Analyse und Darstellung der gewon-
nenen Daten erfolgte mit der FlowJo Software v10.
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Fluorochrom- Fluorochrom-
u konjugierter AK konjugierter AK
* 2 4 * L 4 2 4
3
. - EV EV

CD9 konjugierter
Dynabead

CD9 konjugierter
Dynabead

CD9 konjugierter
Dynabead

Abb. 6 Schematische Darstellung Bindung EV an CD9 konjugierte Dynabeads und flu-
orochromkonjugierte Antikorper (AK). A: Kopplung EV an Dynabeads (exemplarisch CD9
konjugiert, siehe 2.2.4.3). B: Bindung eines Fluorochrom-gekoppelte Antikorper an spe-
zifische Antigene der EV (Einzelfarbung, siehe 2.2.4.3). C: Bindung mehrerer Flu-
orochrom-gekoppelte Antikorper an spezifische Antigene der EV (Mehrfachfarbung,
siehe 2.2.4.3).

Tab. 16: verwendete Fluorochrom-gekoppelte Antikorper mit jeweiligem Bandpassfil-
ter und Helligkeitseigenschaft

Fluorochrom gekoppelte Antikorper Bandpass-Filter Helligkeit
FITC Mouse Anti-Human CD81 530/ 30 moderat
PE Mouse Anti-Human CD9 585/42 hell
PE-Cy ' M7 Mouse Anti-Human CD63 780/60 hell
BV510 Mouse Anti-Human CD29 510/50 moderat
AlexaFluor®647 Mouse Anti-Human CD51 | 660/20 hell
BV421 Rat Anti-Human CD104 450/50 sehr hell

2.2.4.1 Kompensationsbeads

Zur Erstellung und Optimierung der Fluoreszenzkompensationseinstellungen fur das
zu messende Multicolour-Panel wurden polystyrole Kompensationsbeads verwendet.
Die BD ™MCompBeads Negative Control zeigten keine Bindungskapazitaten und wurde
in einem separaten Reaktionsgefal® als Negativreferenz gemessen. Die Verwendung
einer negativen Beadpopulation zur Kompensationsberechnung bietet den Vortell,
dass wahrend der Kompensationsmessungen FSC und SSC nicht angepasst werden
mussen. Nach Herstellerangaben wurde 1 Tropfen BD "™MCompBeads Anti-Mouse bzw.

Anti-Rat/Hamster Ig, k mit je 1 pl des jeweiligen Fluorochrom-konjugierten Antikorpers

32



Material und Methoden

gemischt und fur 15 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Anschlielfend wurde das Bead-
Antikorper-Gemisch unter Zugabe von 1 ml Farbepuffer und Zentrifugation bei 200 x
g (10 min, RT) gewaschen. Die Resuspension des Bead-Antikorper-Pellets erfolgte
mit 500 ul Farbepuffer. Die Kompensationsberechnung erfolgte automatisiert direkt am
BD FACSCanto Il mit der zugehorigen Software.

2.2.4.2 Zellfarbung fur durchflusszytometrische Analysen

Um Zellen fur durchflusszytometrische Analysen zu farben, wurden diese wie unter
Punkt 2.2.1.1 bis 2.2.1.3 zunachst kultiviert und analysiert. Das Zellpellet wurde mit

1 ml PBS vermischt, zentrifugiert (300 x g, 5 min, RT) und der Uberstand verworfen.
Um alle unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren, wurden pro Reaktionsgefald 1 x
108 Zellen mit 45 pl Farbepuffer und 5 ul FcR Blocking Reagent vermischt. Nach einer
Inkubation von 15 min im Dunkeln wurden die Proben mit 2 ml Farbepuffer gewaschen
und zentrifugiert (300 x g, 5 min, RT). Nach Kopplung an Fluorochrom-konjugierten
Antikorper inkubierten die Proben fur 15 min im Dunkeln, anschlieend wurden sie
zweimal mit je 1 ml Farbepuffer gewaschen und zentrifugiert (500 x g, 5 min, RT). Nach
Abnahme des Uberstandes erfolgte die Zugabe von 300 pl Farbepuffer und das Uber-
fuhren der Probe in FACS-Rohrchen.

2.2.4.3 Partikelfarbung

Da die zu untersuchenden EV mit einer GroRe von unter 300 nm zu klein waren, um
sie direkt im BD FACSCanto Il zu analysieren, wurden sie an Dynabeads gekoppelt,
die mit primaren monoklonalen Antikorpern (CD9, CD63 oder CD81) konjugiert waren
(Abb. 6).

Bei den verwendeten Dynabeads handelt es sich um uniforme, supramagnetische Po-
lystyrolbeads mit einem Durchmesser von 2,7 ym (CD9- und CD81-beschichteten Dy-
nabeads) bzw. 4,5 ym (CD63-beschichteten Dynabeads).

Zur Kopplung an die Beads wurden die zuvor isolierten EV aus Zelllinien oder Patien-
tenplasma (siehe 2.2.1.5 und 2.2.2.1, zur eingesetzten EV-Menge siehe Ergebnisteil
Methodenetablierung) nach Herstellerangaben auf einem Schuttler bei 4 °C Uber
Nacht mit den Beads inkubiert. Am darauffolgenden Tag erfolgte die Farbung mit Flu-

orochrom-konjugierten Antikorpern (Austitrierung der optimalen Antikorpermenge

33



Material und Methoden

ausgehend von den Herstellerangaben). Alle Waschschritte erfolgten im magneti-
schen Separator mit 300 pl Farbepuffer. Die Inkubationsschritte erfolgten bei RT, im
Dunkeln auf einem Schuttler. Nach zweimaligem Waschen der Probe wurden 40 pl
FcR Blocking Reagent und 200 ul Farbepuffer zugefugt und die Probe fur 15 min in-
kubiert, um alle unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren. Nach erneutem Wa-
schen der Probe wurde diese auf zwei Reaktionsgefalde aufgeteilt. Ein Reaktionsgefal®
stellt die ungefarbte Probe dar. Im zweiten Reaktionsgefal® erfolgte die Farbung mit
den Oberflachenmarkern EV CD9-PE, CD63-PE-Cy7, CD81-FITC sowie den Integri-
nen 31 CD29-BV510, B4 CD104-BV421 und av CD51-AlexaFluor647 fir 45 min (Abb.
6). Nach zweimaligem Waschen erfolgte die Zugabe von 300 pl Farbepuffer und das
Uberfihren der Probe in geeignete ReaktionsgefaRe fir die durchflusszytometrischen
Analysen, die innerhalb von 30 min durchgeflhrt wurden. Solange lagerten die Proben
im Dunkeln bei 4 °C.

2.2.5 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Analysen wurden an einem Transmissionselektronen-
mikroskop EM 900 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) im DKFZ durchgefuhrt. 5 pl der
EV Proben wurden fur 5 min auf Formvar-beschichtete Kupfer-EM-Gitter gelegt und
anschlie3end dreimal fur funf Sekunden mit sterilem destillierten Wasser gewaschen.
Die Farbung mit 3 % Uranylacetat wurde zweimal jeweils fur zwei Sekunden durchge-
fuhrt. Nachdem die Gitter getrocknet waren, wurden sie bei 30 k, 50 k und 85 k Ver-
grolRerung analysiert.

2.2.6 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen wurden mit SAS JMP 14® und GraphPad Prism 5®
angefertigt. Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf ihre Normalverteilung (a
< 0,05) untersucht. Abhangig davon wurden die Daten jeweils mittels parametrischer
Tests bzw. mittels nicht-parametrischer Tests analysiert. Bei Vorliegen von zwei Grup-
pen wurde bei nicht-parametrisch verteilten Daten der Mann-Whitney-U-Test, bei mehr
als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test, an den sich bei signifikanten Ergebnissen
(a =0,05) Posthoch-Analysen nach Dunn anschlossen, verwendet. Parametrisch ver-
teilte Daten wurden mittels t-Test und beim Vorliegen von mehr als zwei Gruppen mit-
tels One-Way ANOVA, an den sich bei signifikanten Ergebnissen (a < 0,05) Posthoch-
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Analysen nach Tukey anschlossen, analysiert. Gepaarte nicht-parametrische Daten
wurden bei Vorliegen von zwei Gruppen mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und
bei mehr als zwei Gruppen mittels Friedman-Test, an den sich bei signifikanten Ergeb-
nissen (a < 0,05) Posthoc-Analysen nach Dunn anschlossen, analysiert. Alle Ergeb-
nisse mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angenommen. Zur Erstellung von
Abbildungen wurde GraphPad Prism 5® verwendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Kohorten- in silico Analysen

Neben der Literaturrecherche zur Auswahl geeigneter Integrine auf EV, die eine mog-
liche Rolle bei der Entstehung einer VM im metastasierten PCa spielen konnten, wur-

den publizierte Microarray-Datensatze reanalysiert.

In der TCGA-Kohorte (Expressionsdaten von 501 Patienten) korreliert die Expression
von CD51/Integrin av (Log-Rank Test p = 0.0489), CD29/Integrin 1 (Log-Rank Test
p = 0.0021) und CD104/Integrin B4 (Log-Rank Test p = 0.0006) signifikant mit einem
kiirzeren krankheitsfreien Uberleben (Diseases free survival (DFS)), (Abb. 7 und de-
taillierte Abb. VI - VIl im Anhang).
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Uberlebenswahrscheinlichkeit Uberlebenswahrscheinlichkeit
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—ITGAV<-0,14403674
— ITGAV>=-0,1440367
Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
Log-Rang 3,8771 1 0,0489*
Wilcoxon 4,9857 1 0,0256*
0 20 40 60 80 100 120 140
Disease Free (Months)
— ITGB4<-1,655603527
— ITGB4>=-1,655603527
Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
Log-Rang 11,7928 1 0,0006*
Wilcoxon 7,7007 1 0,0055*
0 20 40 60 80 100 120 140
Disease Free (Months)
T — ITGB1<-1,145704316
— ITGB1>=-1,145704316
Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
Log-Rang 9,4190 1 0,0021*
Wilcoxon 11,8103 1 0,0006*
0 20 40 60 80 100 120 140

Disease Free (Months)

Abb. 7: Kaplan-Meier-Kurven nach Integrinexpression. Die Expression von CD51/ CD29,
CD 51 und CD104 korreliert signifikant mit einem kirzeren krankheitsfreien Uberleben. Stati-
tische Analysen mittels Log-Rang- und Wilcoxon-Methode.
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In der Transkriptomanalyse der Kohorte von Robinson et. al konnte aus Gewebepro-
ben von Metastasenbiopsien gezeigt werden, dass CD104/Integrin B4 signifikant ho-
her in Prostatabiopsaten im Vergleich zu Lymphknotenmetastasen (p = 0.0117) und
Knochenmetastasen (p = 0.0199) exprimiert ist sowie signifikant hdher in Lebermetsta-
sen als in Lymphnotenmetastasen (p = 0.0158) und Knochenmetastasen (p = 0.0363)
nachzuweisen ist (Abb. 8 und detaillierte Abb. VIII im Anhang).

6
p =0.0117
5 p =0.0158
4 p =0.0199
> 3 p =0.0363
O
=
2 &
)
’
1 1 ~
-
0 — T .
-1
1 2 3 4 5

Abb. 8: Einfaktorielle Analyse von Gewebeproben aus Metastasenbiopsien. 1: Lymph-
knotenmetastasen (n = 50), 2: Knochenmetastasen (n = 39), 3: Lebermetastasen (n = 17), 4:
Prostatabiopsat (n = 3), 5: Metastasen anderer Lokalisationen (n = 19). Statistische Analysen
mittels nichtparameterischer Vergleiche fir jedes Paar mittels Wilcoxon-Methode.

3.2 Methodenetablierung

Die Aufreinigung von EV durch differentielle Zentrifugation war im urologischen For-
schungszentrum der Medizinischen Fakultat Mannheim der Universitat Heidelberg be-
reits etabliert. Neben dem aufwandigen Verfahren der Ultrazentrifugation wurde im
Rahmen dieser Doktorarbeit ein kommerziell erhaltliches Filter-basiertes System etab-
liert. Ziel dieser Arbeit war die Etablierung durchflusszytometrischer Analysen an EV
aus Zelllinien und die Anreicherung von EV aus Patientenplasma sowie deren Analyse
mittels NTA, EM und Durchflusszytometrie. Aufgrund geringer Volumina der Patien-
tenproben der Neutax- und Biobank-Kohorte erfolgten die Etablierungsschritte an EV
aus Zelllinien und Blutplasma gesunder Probanden. Vor der Messung der Proben von

Patienten mit metastasiertem PCa wurden Proben von Patienten mit lokalisiertem PCa
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isoliert und durchflusszytometrisch analysiert, um maogliche Unterschiede in der Aufar-
beitung zwischen Zelllinien, gesunden Probanden und Patienten mit PCa festzustellen

und Anpassungen vor der Analyse, der eigentlichen Proben vornehmen zu kénnen.

3.2.2 Qualitatskontrolle der erfolgreichen EV-Isolation aus Zelllinien mittels EM
und NTA-Analysen

In den durchgefuhrten NTA-Analysen zeigten die EV aller sechs Zelllinien (BPH1,
DU145, LNCaP, PC3, PANC1, HCT116) die typischen Grol3enverteilungen zwischen
148 nm und 174 nm (Abb. 9).

O Kontrolle
] BPH1
1 DU145
O LNCaP
I PC3

O HCT116
O PANC1

Partikelanzahl

Vs

/,;;_/’////

T T T T T
0 200 400 600 800 1,0K

PartikelgroRe (nm)

Abb. 9: GroBRenverteilung der EV aus Zellllinien. NTA-Ergebnisse von sechs Zelllinien
(BPH1, DU145, LNCaP, PC3, PANC1, HCT116) und einer Mediumkontrolle (siehe 2.2.1.5)
zeigten die typische GréRenverteilung der EV. Durch die unterschiedlichen Probenverdiinnun-
gen ist mit dieser Grafik keine direkte Vergleichbarkeit der Partikelzahl zwischen den einzelnen
Zelllinien untereinander und der Mediumkontrolle mdglich (siehe Tabelle 17).

Der Mittelwert (MW) der PartikelgrofRe der Mediumkontrolle befand sich im selben Be-
reich, wobei der MW der Partikelkonzentration deutlich unter der Partikelkonzentration
der Zelllinien lag. Die Partikelkonzentrationen der EV aus Zelllinien lagen zwischen
1,5 x 10" und 9,6 x 10" Partikel pro ml (Tab. 17).
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Tab. 17: Partikelkonzentration und PartikelgroBe der EV aus Zelllinien (MW-Mittelwert,
SD-Standardabweichung von 3 Messungen unterschiedlicher Aufreinigungsreihen)

Zelllinie Partikelkonzentration PartikelgroRe
MW * SD MW * SD

BPH1 1,5x 10" /ml £ 1,1 x 10""/ml 148,1 nm + 13,8 nm
DU145 7,4 x10"/ml + 1,0 x 10'?/ml 173,6 nm + 26,5 nm
HCT116 4,3x10"/ml 3,6 x 10""/ml 172,4 nm £ 12,9 nm
LNCaP 2,9x10"/ml 7,1 x 10"%ml 153,9nm + 19,0 nm
PANC1 9,6 x 10""/ml + 5,0 x 10""/ml 157,6 nm = 3,5 nm
PC3 6,2 x 10"/ml + 4,2 x 10""/ml 167,6 nm + 22,9 nm
Mediumkontrolle 1,4 x 10°%ml + 1,1 x 10%/ml 162,8 nm = 29,7 nm

EM-Aufnahmen zeigten bespielhaft an zwei Prostatazelllinie (PC3 und DU145,) die
typische tassenfoérmige Morphologie der EV (Abb. 10). In der Mediumkontrolle konnten

keine vesikularen Strukturen dargestellt werden.

Abb. 10: TEM Aufnahmen EV von Prostatazelllinien.

In den anschlieRend durchgeflhrten durchflusszytometrischen Analysen waren alle
EV der vier Prostatazelllinien (PC3, DU145, LNCaP, BPH1) und die EV der PANC1-
und HCT116-Zellen positiv fur die typischen EV-Oberflachenmarker CD9, CD63 und
CD81 (Abb.11). In der Mediumkontrolle konnten keine positiven Signale fir CD9,
CD63 und CD81 detektiert werden (Abb.11).
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Abb. 11: Durchflusszytometrische Analysen der EV-Oberflichenmarker CD9, CD63 und
CD81 auf EV aus Zelllinien. EV wurden an CD9-Dynabeads gekoppelt und anschliel3end
gefarbt, hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe. EV aus BPH1 (a-c) -, DU145
(d-f) -, LNCaP (g-i) -, PC3 (j-n), HCT116- (m-0) und PANC1- (p-r) Zellen zeigen positive Sig-
nale fur CD9, CD63 und CD81. Die Mediumkontrolle (s-u) zeigt kein positives Signal fur die
Marker CD9, CD63 und CD81.

3.2.3 Etablierung der Durchflusszytometrie

Zunachst erfolgte die Etablierung der Durchflusszytometrie an Zelllinien sowie an EV
der Zelllinien, die an CD9-Dynabeads gekoppelt wurden. Zellen und Partikel besitzen
eine naturliche Autofluoreszenz, die bei jeder Messung eine ungefarbte Probe als Ne-
gativkontrolle bendtigte. Anhand dieser Negativkontrolle wurden die Intensitatsgren-
zen festgelegt, ab der ein Ereignis als positiv gewertet wurde. PC3-Zellen waren grof3
genug um sie mittels Durchflusszytometrie direkt darzustellen. Im Vergleich hierzu
mussten EV zunachst an Beads gekoppelt werden. Da mehrere Beads an einem EV
binden kdnnen, erschienen sie wahrend der Messung als Dubletten und Tripletten. Der
erste Gatingschritt bestand darin nur EV-Bead-Singlets auszuwahlen, um falsch starke
Signale auszuschlielRen (Abb.12).

a 2so|<-: b 250K - C 250k

200K 200k 4 200 4

150K = 150K = 150K =

Seitwartsstreulicht
Seitwartsstreulicht
Seitwartsstreulicht

100K 100k . 100K

1 s ] ST DW&bea_d%Single_ts
S0k PC3-Zellen sok o - Bv PE3 50K wie e

T T T T T LA B i e S S BB SRR | = L L e B e o B B B L B
50K 100K 150K 200K 250K 50K 100K 150K 200K 250K 0 SOK 100K 150K 200K 250K

Yorwartsstreulicht Yorwartsstreulicht Yorwartsstreulicht

Abb. 12: PC3-Zellen, EV von PC3-Zellen und CD9-Dynabeads in der Durchflusszytomet-
rie (a) PC3-Zellen, (b) EV aus PC3-Zellen gekoppelt an CD9-Dynabeads und (c) CD9-
Dynabeads ohne Antikorper. PC3-Zellen wurden so gegatet, dass die Hauptpopulation erfasst
wurde (a). Um die GréRe und Granularitdt der CD9-Dynabeads darzustellen wurden diese
ohne Kopplung an EV und ohne Antikérperzugabe gemessen (c). Der Ausschluss von zusam-
mengelagerten Beads erfolgte anhand der Gré3e und Granularitat im Vorwarts- und Seitwarts-
streulicht (Area vs. Height, c). Fir die weitere Gatinghierarchie wurden nur Single EV-Bead-
Komplexe ausgewahlt.
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Weiterhin wurden moglichst niedrige Partikelmengen, die eine gute Differenzierung
zwischen Negativ — und Positivpopulation ermdglichen, bestimmt. Durch schrittweise
Verdunnung der Probe wurde eine optimale Partikelmenge als Einsatzvolumen austi-
triert. Als Negativkontrolle wurde eine ungefarbte Partikelprobe verwendet. Als Posi-
tivkontrollen wurden alle drei EV-Marker jeweils in Einzelfarbung in gleicher Konzent-
ration (1ul) verwendet. Fur an CD9-Dynabead gekoppelte EV aus PC3-Zellen lag die
optimale Partikelmenge, bei der alle drei EV-Marker eine klare Abgrenzung zur Nega-
tivkontrolle zeigen, bei 1,5 x 10'° Partikel/ml. AnschlieRend erfolgte die Austitrierung
der Antikorper CD9, CD63 und CD81 an EV der Zelllinie PC3 (1ul pro Antikorper).
Fir die Etablierung wurden zunachst PC3-Zellen gewanhlt, da sie als metastasierte
PCa-Zelllinie ahnliche Charaktereigenschaften aufweist, wie die zu untersuchenden
Patientenproben. Zudem wurde eine Zelllinie gewahlt, die fur die zu untersuchenden
Integrine als Positivkontrolle dienen kann. Massenspektrometrische Ergebnisse aus
Vorarbeiten zeigten, dass die Integrine 31 und 4 pradominat auf EV von PC3-Zellen
exprimiert sind.

Auf PC3-Zellen konnten mittels Fluorochrom-gekoppelter Antikorper in Einzelfarbun-
gen CD29 (Integrine 1), CD104 (Integrin 4) und CD51 (Integrin av) nachgewiesen
werden (Abb. 13). Auf EV von PC3-Zellen konnten in Einzelfarbungen die Expression
von CD29 und in der Halfte der Falle CD104, aber nicht die Expression von CD51
bestatigt werden (Abb. 13). Verdinnungsreihen der Antikdrperkonzentrationen hatten
keinen Einfluss auf die Nachweisbarkeit der einzelnen Integrine.
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Abb. 13: Integrinsignatur auf PC3-Zellen und EV von PC3-Zellen. Darstellung der durch-
flusszytometrischen Analysen der Integrine CD29, CD51 und CD104 in Einzelfarbungen. EV
wurden an CD9-Dynabeads gekoppelt und anschlieBend gefarbt. Die hellgraue Kurve zeigt
jeweils die ungefarbte Probe und die dunkelgraue Kurve zeigt die gefarbte Probe. Die obere
Reihe zeigt die Expression der Integrine CD29 (a), CD51 (b) und CD104 (c) auf PC3-Zellen in
der Einzelfarbung. Die untere Reihe zeigt die Expression der Integrine CD29 (d), CD51 (e)
und CD104 (f) auf EV isoliert aus PC3-Zellen.

Es erfolgte die EV-Isolation aus zwei weiteren PCa-Zelllinien (DU145, LNCaP), aus
zwei benignen PCa-Zelllinien (BPH1, PNT1a) sowie aus einer Pankreaskarzinomzell-
linie (PANC1) und einer Kolonkarzinomzelllinie (HCT116) analog der Isolation aus
PC3-Zellen mittels Ultrazentrifugation. Die Expression von CD29 auf EV von PANC1-
Zellen und HCT116-Zellen konnte durch durchflusszytometrische Analysen bestatigt
werden. Annahernd 40 % der HCT116-Zellen waren positiv fur CD104 und ca. 20 %
zeigten ein positives Signal fur CD51. Im Vergleich der EV aus den verschiedenen
Zelllinien konnte CD104 auf EV von BPH1-Zellen am starksten (85 % der EV von
BPH1-Zellen zeigten ein positives Signal fur CD104) detektiert werden. Eine zusam-
menfassende Darstellung der Integrinsignaturen auf den untersuchten EV gibt Abb.
14.
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Abb. 14: Integrinsignatur auf EV von fiinf Zelllinien. Durchflusszytometrische Analysen
nach Mehrfachfarbung der Integrine CD29, CD51 und CD104. EV wurden an CD9-Dynabeads
gekoppelt und anschlief3end gefarbt. Hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe.
Expression der Integrine CD29, CD51 und CD104 auf EV der Zelllinien BPH1 (a-c), DU145
(d-f), LNCaP (g-i), HCT116 (j-I) und PANC1 (m-0).
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3.2.4 Unterschiede in der Einzel - und Mehrfachfarbung

Um die Ergebnisse einer Einzelfarbung mit einer Mehrfachfarbung zu vergleichen,
wurden EV von PC3-Zellen unter den gleichen Bedingungen fur jeden zu untersuchen-
den Marker einzeln gefarbt. Zeitgleich erfolgte eine Mehrfachfarbung einer Probe mit
den sechs Antikérpern (CD9-PE, CD63-PE-Cy7, CD81-FITC, CD29-BV510, CD51-
AF647 und CD104-BV421). Die Partikelmenge pro Einzelfarbung lag bei 1,5 x 10"°
Partikel/ml. Fur die Mehrfachfarbung wurde ebenfalls eine Partikelmenge von 1,5 x
10"° Partikel/ml gewahlt. Die gleiche Detektionsrate der EV-Marker CD9, CD63 und
CD81 ergab sich bei der Mehrfachfarbung und der Einzelfarbung (Abb. 15). CD29
konnte weniger klar von der Negativkontrolle abgegrenzt werden. In der Einzelfarbung
zeigten 99,7 % der EV von PC3-Zellen ein positives Signal fur CD29. In der Mehrfach-
farbung lag der Anteil bei 92,3 %. Auch fur CD104 lief3 sich ein Intensitatsverlust von
26 % durch die Mehrfachfarbung verzeichnen (Abb. 15).
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Abb. 15: Einzelfarbungen und Mehrfachfarbung der EV-Marker und Integrine auf EV von
PC3-Zellen. Durchflusszytometrische Analysen der Einzel- und Sechsfachfarbung von CD9,
CD63, CD81, CD29, CD51 und CD104 auf EV von PC3-Zellen, die an CD9-Dynabeads ge-
koppelt und anschliefiend gefarbt wurden. Hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte
Probe. Expression der EV-Marker CD9, CD63 und CD81 in der Einzelfarbung (a-c) und Mehr-
fachfarbung (d-f). Expression der Integrine CD29, CD51 und CD104 in der Einzelfarbung (g-i)
und Mehrfachfarbung (j-1).
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3.2.5 Nachweis von EV-Markern auf EV von PC3-Zellen gekoppelt an verschie-

dene Dynabeads

Um zu Uberprufen, ob die Auswahl der verwendeten Dynabeads einen Einfluss auf die
Nachweisbarkeit der EV in der Durchflusszytometrie hat, wurden drei verschiedene
Dynabeads, die an je einen der typischen EV-Marker CD9, CD63 oder CD81 binden,
untersucht. Unabhangig an welche Dynabeads die EV von PC3-Zellen gekoppelt wur-
den, zeigten sie in der anschlieRenden Mehrfachfarbung fur die EV-Marker CD9, CD63
und CD81 positive Signale (Abb. 16.
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Abb. 16: Kopplung der EV von PC3-Zellen an CD9-, CD63- oder CD81-Dynabeads mit
anschlieBender Farbung der EV-Marker. Beispielhafte durchflusszytometrische Analysen
der EV von PC3-Zellen zeigten nach Kopplung an CD9- (a-c), CD63- (d-f) und CD81-
Dynabeads (g-i) positive Signale fir die EV-Marker CD9, CD63 und CD81 (dreifach Farbun-
gen). hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe.
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3.2.6 Nachweis von EV-Markern auf EV von Probanden gekoppelt an verschie-
dene Dynabeads

Um zu Uberprufen, dass die Ergebnisse der in vitro Versuche auf isolierte EV aus Plas-
maproben von Probanden bzw. Patienten mit PCa ubertragbar sind, wurden EV aus
Blutproben von drei Probanden isoliert, an verschiedener Dynabeads gekoppelt und
mittels Durchflusszytometrie evaluiert. Uber 85 % der EV aus Plasmaproben gesunder
Probanden zeigten positive Signale fur CD9 nach der Kopplung an CD9- und CD81-
Dynabeads. Nach Kopplung an CD63-Dynabeads konnten 3,5 % CD9 positive Vesikel
nachgewiesen werden. Der Nachweis von CD63 auf EV gelang lediglich auf maximal
14 % der Vesikel nach der Kopplung an CD81-Dynabeads. Bei der Kopplung an CD9-
oder CD63-Dynabeads konnten weniger Vesikel als CD63 positiv identifiziert werden
(an CD9 Dynabeads gekoppelt: 1% CD63 positives Signal, an CD63 Dynabeads ge-
koppelt: 7,7 % CDG63 positives Signal). Uber 90 % der Vesikel lieRen sich bei allen drei
Probanden nach der Kopplung an CD81-Dynabeads positiv fur CD81 darstellen. We-
niger als 10 % der Vesikel zeigten sich nach Kopplung an CD9-Dynabeads positiv fur
CD81 und weniger als 1 % der Vesikel zeigten sich nach Kopplung an CDG63-
Dynabeads positiv fur CD81 (Abb. 17).
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Abb. 17: Kopplung der EV eines Probanden an CD9-, CD63- oder CD81-Dynabeads und
anschlieBende Farbung der EV-Marker. Beispielhafte durchflusszytometrische Analysen der
EV von Probanden zeigten nach Kopplung an CD9-Dynabeads (a-c), CD63-Dynabeads (d-f)
und CD81-Dynabeads (g-i) unterschiedliche Intensitatssignale fur die EV-Marker CD9, CD63
und CD81 (dreifach Farbungen). Hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe.

3.2.7 Einfluss der Lagerungszeit auf die PartikelgroRe — und zahl

Die Plasmaproben der Neutax-Studie wurden in unterschiedlichen urologischen Kilini-
ken und Praxen gewonnen. Um ausschlie3en zu konnen, dass eine ungekuhlte Lage-
rung und verzogerte Verarbeitungen Einfluss auf die Partikelgrof3e und —zahl haben
konnten, wurde eine Versuchsreihe mit vier Probandenproben durchgefuhrt. Plas-
marohrchen wurden bei RT fur 6 h (Zeitpunkt 1), 24 h (Zeitpunkt 2) und 48 h (Zeitpunkt
3) gelagert und anschlief3end, wie unter Punkt 2.2.2 beschrieben, aufgearbeitet. Nach
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Lagerung bei -80°C erfolgte die Isolation der EV (siehe Punkt 2.2.2.1) und die Analyse
mittels NTA. Sowohl fur Partikelgrof3e als auch Partikelkonzentration ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede durch eine verzdgerte Verarbeitung und Lagerung
bei RT (Abb. 18). Eine detaillierte Darstellung der statistischen Ergebnisse ist im An-
hang Tab. | zu finden.
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Abb. 18: Einfluss der Lagerungszeit auf PartikelgroBe und Partikelkonzentration EV aus
Plasmaproben gesunder Probanden nach Lagerung der Plasmaproben fiir 6 h (Zeitpunkt 1),
24 h (Zeitpunkt 2) und 48 h (Zeitpunkt 3) bei RT, Probanden n=4. (a) Partikelkonzentration
Friedman-Test p = 0,7778, (b) Partikelgrofie Friedman-Test p = 0,0694.

3.2.8 Einfluss eines zusatzlichen Filterschritts auf PartikelgroBe — und zahl

An vier Probanden wurde der Einsatz eines 220 nm Filters evaluiert. Nach Zentrifuga-
tion des Plasmas bei 10.000 x g (30 min, 4°C) wurde der Uberstand durch einen
220 nm Filter gegeben. Zum Vergleich wurde eine zweite Probe jedes Probanden mit-
gefihrt. Der Uberstand dieses zweiten Ansatzes wurde direkt auf die Saule des
exoEasy Kits gegeben (siehe Punkt 2.2.2.1). Es ergab sich kein signifikanter Unter-
schied zwischen den PartikelgrofRen und —konzentrationen beider Gruppen (Abb. 19).
Eine detaillierte Darstellung der statistischen Ergebnisse liefert Tab. | im Anhang.
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Abb. 19: Einfluss eines 220 nm Filters auf die PartikelgroRe und Partikelkonzentration.
Aus Plasmaproben gesunder Probanden wurden mit und ohne Filtrationsschritt (220 nm Filter)
EV aufgereingt, Probanden n = 4. (a) Partikelkonzentration ohne und mit Filterschritt, Wilcoxon
matched pairs p = 0,1250 (b) PartikelgréRe ohne und mit Filterschritt, Wilcoxon matched pairs
p > 0,9999.

3.2.9 Charakterisierung der isolierten EV aus Plasmaproben gesunder Proban-

den, Patienten mit BPH und lokalisiertem PCa

In den durchgefuhrten NTA-Analysen zeigten die EV von acht gesunden Probanden,
funf Patienten mit BPH und sechs Patienten mit lokalisiertem PCa (jeweils 2 mit low-
risk, intermediate-risk und high-risk PCa) die typische EV-GrolRenverteilungen zwi-
schen 172 nm und 184 nm (Abb. 20a und Tbl. 18). Die Partikelkonzentrationen der EV
(Abb. 20b) unterschieden sich in den drei Gruppen signifikant (Kruskal-Wallis-Test
p = 0,0025). Post-hoc Analysen nach Dunn ergaben signifikant hohere Partikelkon-
zentration in der Gruppe der Probanden gegenuber Patienten mit lokalisiertem PCa
(p = 0,0056). Fur Probanden und Patienten mit BPH sowie zwischen Patienten mit
BPH und lokalisiertem PCa konnte kein Unterschied gezeigt werden (Probanden vs.
BPH: p = 0,2518, BPH vs. lokalisiertes PCa: p = 0,7553). Eine detaillierte Darstellung
der statistischen Ergebnisse gibt Tab. Il im Anhang.
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Abb. 20 PartikelgroRe und —konzentration gesunder Probanden, Patienten mit BPH und
lokalisiertem PCa. (a) Exemplarische Darstellung der EV-PartikelgréRen isoliert aus Plasma
von einem gesunden Probanden, einem Patienten mit BPH und einem Patienten mit lokalisier-
tem (lok.) PCa gemessen mittels NTA. Durch die unterschiedlichen Probenverdiinnungen ist
mit dieser Grafik keine direkte Vergleichbarkeit der Partikelzahl zwischen den einzelnen Pro-
ben mdglich. (b) Darstellung der Partikelkonzentration pro ml Plasma von Probanden (n = 8),
Patienten mit BPH (n = 5) und Patienten mit lokalisiertem PCa (n = 6). Statistische Analyse
der Gruppen mittels Kruskal-Wallis-Test und post-hoc Analysen nach Dunn.

Tbl. 18: PartikelgroRe und Partikelkonzentration der EV aus Plasmaproben gesunder
Probanden, Patienten mit BPH und lokalisiertem PCa

Partikelgroe (nm) Partikelkonzentration/ml Plasma
MW * SD MW £ SD

Probanden 172,3+29,3 2,41x10"+ 8,13 x 10°

BPH 184,3 £ 20,3 1,45 x 10"+ 4,25 x10°

lok. PCa 181,8 £ 5,7 1,12x 10"+ 2,48 x 10°

Um die Ergebnisse der Durchflusszytometrie der Patientenproben vergleichen zu kon-
nen, wurde eine einheitliche Konzentration von 0,5 x 10° EV verwendet. Ob diese Kon-
zentration zur Detektion und Analyse der EV im Durchflusszytometer ausreichend ist,
wurde an drei Probandenproben getestet. Bei der Mehrfachfarbung der drei EV-Marker
CD9, CD63, CD81 und einer EV-Einsatzmengen von 0,5 x 10° Partikeln konnte fir kei-
nen EV-Marker ein positives Signal detektiert werden. Um auszuschlie3en, dass es
sich um falsch negative Ergebnisse aufgrund einer zu geringen Probenmenge handelt,
wurde die an Zelllinien austitrierte EV-Konzentration ausgetestet. Bei gleichbleibenden
Antikérperkonzentration konnte bei einer EV-Einsatzmengen von 0,5 x 10'° Partikeln
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pro Farbung ein positives Signal fur CD9 gezeigt werden. Eine Erhdhung der EV-
Mengen auf 1,5 x 10'° Partikeln pro Farbung zeigte eine scharfe Abgrenzung der Ne-
gativkontrolle von der gefarbten Probe fur den EV-Marker CD9. Eine Detektion von
CD81 gelang ebenfalls. Ein eindeutig positives Signal fur CD63 lie® sich nicht detek-
tieren. Ob eine weitere Erhohung der Partikelmenge, die Detektion von CD63 ermog-
lichen wurde, konnte aufgrund des limitierten Probenmaterials nicht getestet werden.
Die Ergebnisse der unterschiedlichen EV-Konzentrationen und deren Einfluss auf die
Detektion der EV-Marker sind an einem Beispielprobanden in Abb. 21 dargestellt. Eine
Konzentration von 1,5 x 10'° Partikeln pro Farbung ist fiir Patientenproben aufgrund
des begrenzten Probenmaterials hier nicht realisierbar.
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Abb. 21: Detektion der EV-Marker auf EV von Probanden bei unterschiedlichen Partikel-
konzentrationen. In durchflusszytometrische Analysen wurden EV aus Probandenproben an
CD9-Dynabeads gekoppelt und anschliefiend gefarbt (Mehrfachfarbung der EV-Marker CD9,
CD63, CD81). Hellgrau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe. Partikeleinsatz pro
Farbung 0,5 x 10° (a-c), 0,5 x 10" (d-f) und 1,5 x 10 (g-i). Mit steigender Partikelmenge pro
Farbung bei gleichbleibender Antikdrperkonzentration zeigte sich ein detektierbarer Nachweis

der EV-Marker CD9 und CD81, aber nicht CD63.
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3.2.10 Analyse des Markerpanels an gesunden Probanden

Die Analyse des finalen Markerpanels bestehend aus einer Sechsfachfarbung mit den
Fluorochrom-konjugierten Antikdrpern CD9-PE, CD63-PE-Cy7, CD81-FITC, CD29-
BV510, CD51-AF647 und CD104-BV421 erfolgte an EV aus Blutplasmaproben gesun-
der Probanden. Die EV-Menge betrug 0,5 x 10'°. Auf den EV von 6 gesunden Proban-
den konnte der EV-Marker CD9 nahezu auf allen (98,5 %) der analysierten Vesikel
nachgewiesen werden. Ein partieller Nachweis von CD81 (20 %) und CD63 (22 %)
lieR sich ebenfalls darstellen. Ein Nachweis von CD29 gelang auf 19,5 % und von
CD104 auf 10 % der EV, wohingegen CD51 nur auf 1,3 % der EV nachgewiesen wer-
den konnte. Eine exemplarische durchflusszytometrische Analyse ist in Abb. 22 dar-
gestellt. In Zusammenhang mit den bekannten Partikelgrofen der Proben konnte von

einer erfolgreichen Partikelanreicherung ausgegangen werden.
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Abb. 22: EV-Marker und Integrinsignatur auf EV eines gesunden Probanden. Exemplari-
sche Darstellung der durchflusszytometrische Analyse einer Mehrfachfarbung mit den EV-
Marker CD9 (a), CD63 (b), CD81 (c) und den Integrine CD29 (d), CD51 (e) und CD104 (f), EV
aus Probandenplasma gekoppelt an CD9-Dynabeads und anschlieliend gefarbt, hellgrau: un-
gefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe.
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3.2.11 Analyse des Markerpanels an Patienten mit lokalisiertem PCa

An isolierten EV aus Blutplasmaprobanden von 6 Patienten, die an einem lokalisierten
PCa erkrankt waren, wurde das finale Markerpanel analog zu Punkt 3.2.10 getestet.
Ein Grolteil (ca. 70%) der analysierten Partikel zeigte ein positives Signal fur CD9. Ein
partieller Nachweis von CD81 (ca. 15 %) gelang ebenfalls. Weniger als 5 % der ge-
messenen Partikel zeigten ein positives Signal fur CD63. Die Integrine CD29 und
CD51 konnten in weniger als 2 % nachgewiesen werden. Auf 11,5 % der Partikel
konnte ein CD104 positives Signal gezeigt werden (Abb. 23).
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Abb. 23: EV-Marker und Integrinsignatur auf EV eines Patienten mit lokalisiertem PCa.
Exemplarische Darstellung der durchflusszytometrische Analyse einer Mehrfachfarbung mit
den EV-Marker CD9 (a), CD63 (b), CD81 (c) und den Integrine CD29 (d), CD51 (e) und CD104
(f), EV aus Patientenplasma gekoppelt an CD81-Dynabeads und anschlieltend gefarbt, hell-
grau: ungefarbte Probe, dunkelgrau: gefarbte Probe.
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3.2.12 Analyse des Markerpanels an Patienten mit lokalisiertem PCa und ossar

metastasiertem PCa

An EV isoliert aus Plasmaproben von sechs Patienten mit lokalisiertem PCa und funf
Patientenproben mit ossarer Metastasierung eines PCa erfolgte die Sechsfachfarbung
mit den Fluorochrom-konjugierten Antikorper CD9-PE, CD63-PE-Cy7, CD81-FITC,
CD29-BV510, CD51-AF647 und CD104-BV421. Die eingesetzte Menge an EV betrug
0,5 x 10'°. Auf EV beider Gruppen konnte der EV-Marker CD9 auf ca. der Halfte der
analysierten Vesikel nachgewiesen werden (Abb. 24 a). Ein partieller Nachweis von
CD81 (ca. 10 % der EV von Patienten mit lokalisietem PCa und < 5 % der EV von
Patienten mit ossar metastasiertem PCa) und CD63 (< 5 % in beiden Gruppen) liel3
sich auf EV beider Gruppen darstellen (Abb. 24 b-c). Die EV von Patienten, die an
einem lokalisierten PCa erkrankten, waren signifikant haufiger CD81 positiv als EV von
Patienten mit einem ossar metastasierten PCa (Mann-Whitney-Test p = 0,0173). Der
Nachweis der Integrine CD29, CD51 und CD104 unterschied sich in beiden Gruppen
nicht signifikant (Abb.24 d-f).

Eine detaillierte Darstellung der statistischen Analysen liefert Tab. Il im Anhang.
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Abb 24: EV-Marker und Integrinsignatur auf EV von Patienten mit lokalisiertem PCa und
ossar metastasiertem PCa. Zusammenfassung der durchflusszytometrische Analysen der
Mehrfachfarbung mit den EV-Markern CD9, CD63, CD81 und den Integrinen CD29, CD51 und
CD104. EV aus Patientenplasma wurden an CD81-Dynabead gekoppelt und anschliel’end
gefarbt. Proben n = 11, lokalisiertes PCa n = 6, ossar metastasiertes PCa n = 5, statistische
Analysen mittels Mann-Whitney-Test.
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3.3 Analyse der Neutax-Kohorte

Patienten ohne VM hatten im Durchschnitt Partikelgrof3en von 138,0 nm £ 13,4 nm
und Patienten mit VM von 144,3 nm + 16,1 nm (Abb. 25a). Die Partikelkonzentrationen
bei Patienten mit VM lag im Durchschnitt bei 1,70 x 10"+ 7,6 x 10° und somit Gber der
Partikelkonzentration von 1,55 x 10" + 4,9 x 10° bei Patienten ohne VM (Abb. 25b).
Unter Therapie mit Docetaxel sanken Partikelgrofde und — konzentration nicht signifi-
kant ab (Abb. 25 c-h). Im Vergleich zu Patienten mit Lungen- und Knochenmetastasen
hatten Patienten mit Lebermetastasen groRere Vesikel und eine hohere Vesikelanzahl
pro ml Plasma (Abb. 25 i-j). Die genauen statistischen Analysen sind im Anhang in Tbl.

IV zusammengefasst.
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Abb. 25: PartikelgroBe und Partikelkonzentration der Neutax-Kohorte.

Blutentnahme 7 Tage vor dem ersten Zyklus Docetaxel (BE1), VM n = 6, ohne VM n =6,
Blutentnahme 7 Tage vor dem dritten Zyklus Docetaxel (BE2), VM n = 5, ohne VM n =5,
Blutentnahme 7 Tage vor dem sechsten Zyklus Docetaxel (BE3), VM n = 4, ohne VM n = 4.
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(a,b) Zusammengefasst alle 12 Patienten der Neutax-Kohorte zu allen 3 Zeitpunkten. (c,d)
Patienten mit und ohne VM unter Therapie. (e,f) Subgruppenanalyse Patienten mit VM unter
Therapie. (g,h) Subgruppenanalyse Patienten ohne VM unter Therapie. (i,j) Subgruppenana-
lyse in Abhangigkeit vom Ort der Metastasierung.

3.3.1 Analyse der Patienten mit mCRPC

Patienten mit einem viszeral metastasierten PCa hatten im Durchschnitt eine Partikel-
grofle von 165 nm und damit signifikant (p = 0,0102) groRere EV als Patienten ohne
VM, die eine durchschnittliche Partikelgro3e von 142 nm aufwiesen. Die Partikelkon-
zentrationen von Patienten mit mMCRPC mit und ohne VM unterschieden sich kaum (p
= 0,3723). Eine grafische Darstellung der Ergebnisse ist in Abb. 26 zu sehen.
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Abb. 26: PartikelgroBe und Partikelkonzentration von Patienten mit metastasierten
kastrationsrefraktaren Prostatakarzinom (mCRPC) mit und ohne VM. (a) PartikelgroRe
MW £ SD.: VM 165,1 nm % 18,8 nm, ohne VM 142,4 nm + 14,7 nm, Mann-Withney-Test p =
0,0102 (n = 27 (VM n = 21, ohne VM n = 6), ausgeschlossen n = 5), (b) Partikelkonzentration
MW + SD.: VM 1,6 x 10'°+ 6,4 x 10° Partikel/ml Plasma, ohne VM 1,7 x 10 + 5,1 x 10°
Partikel/ml Plasma, Mann-Whitney p = 0,3723 (n = 32, VM n = 21, ohne VM n = 11)

Patienten mit lokalisiertem PCa hatten im Vergleich zu Patienten mit mCRPC und VM
(p = 0,0488) und zu Patienten mit mCRPC ohne VM (p = 0,0022) groRere Vesikel.
Auch Patienten mit einer BPH zeigten groere Vesikel als Patienten mit einem
MCRPC ohne VM (p = 0,0043). Zwischen Probanden und Patienten mit BPH, lokali-
siertem PCa oder mCRPC mit und ohne VM konnten keine signifikanten GroRenun-
terschiede gemessen werden. Gleiches galt fur Patienten mit BPH und Patienten mit
einem lokalisierten PCa bzw. einem mCRPC mit VM. Eine zusammenfassende Dar-

stellung liefert Abb. 27 sowie Tab. V im Anhang.
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Abb. 27: Vergleich der PartikelgroRen von Probanden, Patienten mit BPH, Patienten mit
lokalisiertem PCa und mCRPC mit und ohne VM. Probanden n =8, BPH n =5, lok. PCa n
=6, mCRPC ohne VM n = 11, mCRPC VM n = 21. Statistische Analysen zwischen zwei Grup-

pen mittels Mann-Whitney-Test.

Patienten mit mCRPC mit (p = 0,0344) und ohne VM (p = 0,0160) wiesen signifikant
hohere Partikelkonzentrationen als Patienten mit einem lokalisierten PCa auf. Aus

Plasma von Probanden konnten signifikant mehr Vesikel angereichert werden als bei
Patienten mit BPH (p = 0,0412), mit lokalisiertem PCa (p= 0,0033) und mCRPC und
VM (p= 0,0102). Zwischen Patienten mit BPH und lokalisiertem sowie mCRPC mit und
ohne VM konnten keine signifikanten Unterschiede in der Partikelkonzentration ge-

messen werden. Eine zusammenfassende Darstellung liefert Abb. 28.
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Abb. 28: Vergleich Partikelkonzentrationen von Probanden, Patienten mit BPH, Patien-
ten mit lokalisiertem PCa und mCRPC mit und ohne VM. Probanden n = 8, BPH n = 5, lok.
PCan =6, mCRPC ohne VM n =11, mCRPC VM n = 21. Statistische Analysen zwischen zwei
Gruppen mittels Mann-Whitney-Test.
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Weiterhin wurden Korrelationsanalysen zur Detektion eines moglichen Zusammen-
hangs zwischen PSA-Wert und Partikelkonzentration durchgefuhrt. Diese zeigten ei-
nen Zusammenhang zwischen steigendem PSA-Wert und hoherer Partikelzahl pro ml
Plasma (p = 0,0069. Abb.29).
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Abb. 29: Korrelation der Partikelkonzentration mit dem PSA-Wert. Mit steigendem PSA-
Wert ist ein signifikanter Anstieg der Partikelkonzentration/ml Plasma zu beobachten. Korrela-
tionsanalyse nach Pearson, Pearsons r = 0,4825.
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Es erfolgten die Kaplan-Meier-Analysen aller Patienten mit mCRPC unabhangig vom
Ort der Metastasierung und der vorangegangenen Therapien. Zum Zeitpunkt der Aus-
wertung waren 25 Patienten verstorben. Sieben Patienten mussten aufgrund fehlender

Daten ausgeschlossen werden (Abb. 30).
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Abb 30: Kaplan-Meier-Kurve aller Patienten mit mCRPC nach Studieneinschluss (in Mo-
naten). KohortengréRe n = 32, zensiert n = 7.

Patienten mit VM starben im Durchschnitt 6,8 Monate nach Studieneinschluss. Pati-
enten ohne VM lebten im Mittel 4,5 Monate langer als Patienten mit VM.

Innerhalb der Gruppe der Patienten bei denen eine VM vorlag, lebten Patienten mit
Lebermetasten unabhangig davon welcher Metastasierungsort zusatzlich vorlag signi-
fikant kiirzer als Patienten ohne Lebermetastasen (p = 0,0009). Im Uberleben von Pa-
tienten mit und ohne Lungenmetastasen lieR sich kein signifikanter Unterschied
(p = 0,1811) feststellen. Eine zusammenfassende Darstellung der Uberlebenszeitkur-

ven zeigten die Abb. 31.
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Abb 31: Kaplan-Meier-Kurve aller Patienten mit mCRPC nach Studieneinschluss (in Mo-
naten). n = 32, zensiert n = 7. (a) Uberleben seit Studieneinschluss MW + SD: VM 6,8 + 6,3
Monate, ohne VM 11,4 + 6,6 Monate. (b) Uberleben seit Studieneinschluss (unabhangig davon
ob zeitgleich ossare oder pulmonale Metastasen vorlagen) MW + SD: mit Lebermetastasen
4,4 + 4,7 Monate, ohne Lebermetastasen 11,5 + 6,5 Monate. (c) Uberleben seit Studienein-
schluss (unabhangig davon ob zeitgleich ossare oder hepatische Metastasen vorlagen) MW +
SD: mit Lungenmetastasen 9,9 + 7,4 Monate, ohne Lungenmetastasen 7,6 + 6,5 Monate.
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4 DISKUSSION

Der hohe internationale Stellenwert des PCa mit sowohl personlichen Beeintrachtigun-
gen aber auch die gesundheitsokonomische Relevanz ist unbestritten. In einer altern-
den Bevdlkerung nimmt die Pravalenz des PCa zu. Insbesondere Patienten mit Meta-
stasen versterben. Ob und wann ein Patient eine Metastasierung entwickelt, kann ak-
tuell mit den vorhanden diagnostischen Mitteln nicht vorausgesagt werden. Bei der
Ausbildung einer Metastasierung spielen EV eine entscheidende Rolle. Sowohl als Di-
agnostikum als liquid biopsy als auch als mogliches Vehikel fur Therapeutika stellen
sie einen entscheidenden Ansatz dar. Gerade im Bereich der Onkologie und im Rah-
men chronischer Erkrankungen entwickeln sich in den letzten Jahrzehnten zuneh-
mend individualisierte Therapiekonzepte. Die vorhandenen Parameter fur Screening
und Diagnostik des PCa sind wie bereits eingehend aufgefuhrt unprazise und stoéran-
fallig. Sinnvoll erscheint auch nicht nur ein einzelner Parameter, sondern die Zusam-
menschau mehrerer Parameter um Patienten vor Uber-und Untertherapie zu schit-
zen, individuelle Risiko-/Progressionaussagen treffen zu konnen und Patienten gezielt
zu behandeln. Zahlreiche Studien heben die Relevanz EV insbesondere zur Verlaufs-
kontrolle und Einleitung einer zeitgerechten Therapie/-eskalaition hervor. Bevor jedoch
EV als diagnostischen Instrument genutzt werden kdnnen, mussen diese genauer un-
tersucht und ihre Funktionsweisen verstanden werden.

In Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe wurde in Anlehnung an die Untersuchungen
von Hoshino et al. erste Untersuchungen an EV isoliert aus Prostatazelllinien mittels
Elektronenmikroskopie und Massenspektrometrie durchgefuhrt. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es die Methodik der Durchflusszytometrie zunachst an EV aus Zelllinien
und anschlie3end an EV aus Plasmaproben von Probanden und Patienten zu etablie-
ren. Des Weiteren wurde der Einsatz eines kommerziell erwerbbaren EV-Isolationskits
im Vergleich zur etablierten Methode der Ultrazentrifugation untersucht. Zur Quantifi-
zierung und GroRRenbestimmung wurde im Rahmen dieser Arbeit das NTA etabliert.
AnschlieRend erfolgte die Subanalyse der isolierten EV bezuglich ihres Integrinprofils.
Aufgrund der Aktualitat der Thematik EV und insbesondere in Zusammenhang mit
spezifischen Integrinprofilen war ein Ruckgriff auf bereits etablierte Herangehenswei-

sen nur limitiert moglich.
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4.1 Diskussion der Methodik

Ein groRes Problem der EV-Analyse liegt in den technischen Grenzen der derzeitigen
Messmethoden reproduzierbare Daten zu erheben (Thery et al., 2018; Vasconcelos et
al., 2019). Die etablierten Verfahren, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden,
haben spezifische Vorteile und Limitationen (Abhange et al., 2021; Théry et al., 2018).
Deshalb ist es besonders wichtig mehrere Verfahren zu kombinieren, um aussagekraf-
tige Ergebnisse zu erhalten. Werden ermittelte GroRe, Morphologie und Expression
der typischen Marker von EV zusammenfassend interpretiert, kann von einer erfolg-
reichen Anreicherung der EV aus Zelllinien mittels Ultrazentrifugation als auch aus
Plasmaproben mittels Saulen-basierter Methode ausgegangen werden.

Mittels EM gelingt eine direkte bildliche Darstellung der Morphologie der EV, jedoch
konnen die Fixierungsmethoden zu Artefakten fuhren und die wahre GroRe der EV
beeinflussen. Es wird davon ausgegangen, dass die typische tassenformige Struktur
der EV ein solches Schrumpfungsartefakt durch Dehydratation darstellt (Chuo et al.,
2018). Neben der aufwandigen Probenaufbereitung kann mittels EM keine Aussage
uber die Partikelkonzentrationen getroffen werden. Eine direkte Messung der EV in
der konventionellen Durchflusszytometrie ist aufgrund der geringen Grofe nicht mog-
lich (Thery et al., 2018). Werden EV an Beads gekoppelt, werden nur solche EV indi-
rekt detektiert, die an den primaren monoklonalen Antikdrper des jeweiligen Beads
binden konnen. Einen Ruckschluss auf die absolute Partikelanzahl und —groRe ist
nach der Bindung an Beads mittels konventioneller Durchflusszytometrie nicht mog-
lich. Der grof3e Vorteil der Analyse der EV mittels NTA ist die direkte Messung einzel-
ner Teilchen und die Berechnung ihrer Grof3e und Gesamtkonzentration. Da die Vesi-
kel sich wahrend der Analyse in Suspension befinden, kommt es anders wie bei der
EM, nicht zur Beeinflussung der realen Gro3e durch Schrumpfungsartefakte. Der
Nachteil der konventionellen NTA-Messung liegt darin, dass sie keine Informationen
uber die phanotypischen Eigenschaften der Vesikel liefert. Dieses Problem konnte in
weiteren Analysen am ZetaView-Twin unter Verwendung von Fluoreszenz-gekoppel-

ten Antikorper umgangen werden. (Dragovic et al., 2011; Thery et al., 2018)

4.1.1 Ist die Anreicherung der EV mit dem exoEasy Kit ein geeignetes Verfahren?

Ein moglicher Nachteil in der Verwendung eines Kit-basierten Verfahrens im Gegen-
satz zur Ultrazentrifugation besteht in der Kontamination des EV-Eluats mit freien
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Proteinen (Tang et al., 2017). Jedoch ist trotz der hoheren Proteinreinheit aufgrund der
hohen Einsatzmenge und des geringen Extraktionskoeffizienten der EV die Methode
der Ultrazentrifugation bei klinischen Proben haufig nicht anwendbar. Zudem steht der
hohe zeitliche, personelle und instrumentelle Aufwand der Ultrazentrifugation einer
Etablierung als in der klinischen Diagnostik einzusetzendes Verfahren im Wege. Um
Ergebnisse untereinander vergleichen zu kdnnen, ist es essentiell innerhalb einer For-
schungsgruppe dieselbe Isolationsmethode zu verwenden. Bei der Vergleichbarkeit
mit Ergebnissen anderer Forschungsgruppen muss stets genau hinterfragt werden,
welche Methodik zur Partikelanreicherung angewandt wurde und ob die Ergebnisse
uberhaupt als Vergleich dienen kdnnen.

Anhand der dieser Arbeit zugrundeliegenden NTA-Ergebnisse, EM-Bilder und Nach-
weis von EV-Markern mittels Durchflusszytometrie ist von einer erfolgreichen Isolation
von EV mittels exoEasy Kit auszugehen. Unterschiede in Partikelgrof3e und -konzent-
ration zwischen Zellkulturpartikeln isoliert mittels Ultrazentrifugation und EV aus Blut-
plasma isoliert mittels Saulen-basierten Kit sind durch die unterschiedliche Isolations-
methodik und den unterschiedlichen Probenursprung zu erklaren und liegen im Be-
reich des Erwarteten.

4.1.2 Limitationen der Durchflusszytometrie

Als Nachweismethode hat die Durchflusszytomterie trotz ihrer Komplexitat Defizite in
der Reproduzierparkeit valider Ergebnisse sowie der Sensitivitat und Spezifitat. Zudem
sind alle mittels Durchflusszytometrie gewonnen Daten als relative Angaben zu ver-
stehen und nur im Verhaltnis zu Kontrollpopulationen zu interpretieren. Ein Vergleich
gewonnener Daten zwischen verschiedenen Forschungsgruppen ist durch die unein-
heitlichen Vorgehensweisen schwer moglich. Hinzu kommen der Einfluss der verwen-
deten Gerate, Beads und die Auswahl des Antikorperpanels, die sich auf die gewon-
nen Ergebnisse auswirken kdnnen. Die Farbung einer Probe mit mehreren Antikorpern
gleichzeitig und anschlieliender Analyse in der Durchflusszytometrie bieten neben Ma-
terialeinsparung einen deutlichen zeitlichen Vorteil. Bei der Auswahl der Fluorochrome
ist bei Mehrfachfarbungen darauf zu achten, dass stark exprimierte Oberflachenmar-
ker mit solchen Fluorochromen gekoppelt werden, die nicht oder kaum in andere Emis-
sionsspektren Uberlappen. Schwach exprimierte Oberflachenmolekule sollten mit ,hel-
len Fluorochrome kombiniert werden, in deren Detektionskanale maoglichst wenig
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einstrahlt, beim Kompensieren wirden andernfalls richtig positive Signale rausgerech-
net werden. Der Einsatz von Filtern wahrend der Messung und die Auswahl der Flu-
orochrome konnen dabei helfen die Uberlappenden Emissionsbereiche moglichst klein
zu halten. Dennoch lassen sich spektrale Uberlappungen nicht vermeiden, umso mehr
Fluorochrome parallel verwendet werden. Diese werden zur korrekten Darstellung bei
Mehrfachfarbungen einer Probe zunachst verrechnet (kompensiert). Um zu verhin-
dern, dass Fehler in der Kompensation durch zu schwache Signale auftreten, wird
diese mit Kompensationsbeads durchgefuhrt. Die Limitation einer optimalen Flu-
orochromauswahl besteht darin, dass nicht jeder Antikorper mit jedem beliebigen Flu-
orochrom gekoppelt kommerziell verfugbar ist. Zudem ist bei der Etablierung neuer
Antikorper vorher unbekannt, ob das entsprechende Oberflachenmolekil auf dem zu
untersuchenden Target schwach oder stark exprimiert ist. Deshalb muss stets be-
dacht werden, dass umso mehr Antikorper simultan verwendet werden, umso mehr
kompensiert werden muss und umso eher werden kaum exprimierte Oberlachensig-
naturen rausgerechnet. In Abb.15 ist deutlich zu erkennen, dass eine Mehrfachfarbung
wenig Einfluss auf das Intensitatssignal der EV-Marker hat. Es ist davon auszugehen,
dass diese auf allen EV hoch exprimiert sind. Im Gegensatz dazu sind die schon in der
Einzelfarbung nur auf wenigen EV darstellbaren Integrine, in der Mehrfachfarbung
deutlich schlechter von der Negativkontrolle abgrenzbar (Abb. 15). Um zu verhindern,
dass es zu falsch negativen Ergebnissen kommt, wurde in dieser Arbeit auf eine
Sechsfachfarbung verzichtet. Stattdessen erfolgte eine Mehrfachfarbung fur die drei
EV-Marker und die drei Integrine in getrennten Ansatzen. Eine weitere Option niedrig
exprimierte Oberflachenmarker besser nachweisen zu konnen, ware die Idee des Poo-
lings.

Die EV aus Zelllinie sind vergleichsweise homogen. Nahezu 100 % der analysierten
EV aus allen sechs Zelllinien sind positiv fur alle drei EV-Marker (CD9, CD63 und
CD81). Auch hier finden sich allerdings unterschiedlich starke Intensitatssignale zwi-
schen den verschiedenen Zelllinien fur die jeweiligen EV-Marker. So zeigt sich fur CD9
ein starkeres Intensitatssignal auf EV von BPH1- und LNCaP-Zellen als auf EV von
DU145-, PC3-, HCT116- und PANC1-Zellen.

Eine Aussage, ob die absolute Zahl CD9 positiver Oberflachenmolekule oder die Bin-
dungseigenschaften des Antikorpers verandert sind, lasst sich hier nicht darstellen da
es sich um relative Angaben handelt.
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4.2 Partikelkonzentration und PartikelgroRe

4.2.1 Abfall Partikelkonzentration bei gleichbleibender PartikelgroBe nach Ver-

wendung eines zusatzlichen Filterschrittes

Beobachtet werden konnte ein geringer Abfall der Partikelkonzentration bei Verwen-
dung eines 220 nm Filters aber keine Anderung in der PartikelgroRe.

Ein Grund hierfur konnte im Totvolumen des Filters zurtickgebliebenes Material sein.
Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit Daten anderer Forschungsgruppen
wurde dennoch vor allen EV-Isolationen mittels exoEasy Kit ein Filterschritt etabliert.

4.2.2 Partikelkonzentration gesunder Probanden und Patienten mit PCa

Einige Studien (Caivano et al., 2015; Duijvesz et al., 2015; Konig et al., 2017; Logozzi
et al., 2009; Silva et al., 2012) zeigten eine erhohte Konzentration der EV bei Patienten
mit malignen Erkrankungen. Andere zeigten keine Unterschiede in der Konzentration
der EV von Patienten mit maligner Erkrankung (Piquet et al., 2022; Theéry et al., 2018).
In den hier durchgefuhrten Analysen konnte eine erhohte Partikelkonzentration bei ge-
sunden Probanden im Vergleich zu erkrankten Patienten festgestellt werden. Als Ur-
sache der differierenden Ergebnisse kommen die unterschiedlichen methodischen
Vorgehensweisen in Frage. So schlieRen einige Autoren von der Menge an CD9,
CD63 oder Caveolin-1 positiven EV auf die Gesamtkonzentration der EV. Die hier dar-
gestellten Ergebnisse sowie zahlreiche weitere Studien (Mizutani et al., 2014) legen
allerdings nahe, dass nicht alle EV die gleichen Oberflachensignaturen, inklusive EV-
Marker, tragen. Den nur bedingten Nachweis von CD63 auf EV isoliert aus Blutplasma
und Zelllinien bestatigten bereits mehrere Arbeitsgruppen (Jorgensen et al., 2013;
Yoshioka et al., 2013). Im Vergleich zu gesunden Probanden hatten Patienten mit ei-
nem PCa zwar erhohte CD9-Konzentrationen aber keine erhohten CD81-
Konzentrationen (Krishn et al., 2019). Ob und inwieweit die Ergebnisse anderer malig-
ner Erkrankung auf das PCa ubertragbar sind, bedarf weiterer Versuche. Anders als
bei anderen malignen Erkrankungen konnte der fehlende Partikelanstieg auch darin
begrundet liegen, dass insbesondere das lokalisierte PCa kaum Anschluss an die Blut-
bahn hat.
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Nach den etablierten Theorien (Hoshino et al., 2015) zirkulieren EV im Rahmen der
Metastasierung in Korperflissigkeiten und ebnen Uber die Ausbildung einer prameta-
stasischen Nische die Moglichkeit zur Absiedlung von Tumormetastasen in fernen Ge-
weben. Eine mogliche Erklarung fur die hohen Partikelkonzentrationen gesunder Pro-
banden ist, dass diese zwar eine erhohte Gesamtzahl EV aufweisen, diese aber nicht
tumorspezifisch sind. Einen ersten Hinweis, dass die Gesamtzahl EV bei Probanden
und Patienten von unterschiedlichen Subgruppen der EV gebildet wird, liefern die un-
terschiedlichen PartikelgroRen. Die durchflusszytometrischen Analysen der Oberfla-
chensignaturen haben weitere Informationen diesbezuglich geliefert. Als weitere mog-
liche Ursache fur die hohen Partikelkonzentrationen gesunder Probanden kommen die
unterschiedlichen Kohortencharakteristika der Probanden und Patienten in Frage. Das
mittlere Alter der Probanden lag im Durchschnitt ca. 40 Jahre unter dem mittleren Alter
aller Patientenproben (Alter in Jahren MW £ SD, Probanden: 31,8 + 8,1, Patienten
70,2 £ 9,8). Im Widerspruch dazu stehen allerdings die Erkenntnisse das zirkulierende
EV vermehrt von alternden Zellen freigesetzt werden (Robbins, 2017). Um auszu-
schlie3en, dass die unterschiedlichen Altersstrukturen Einfluss auf die Partikelkon-
zentration haben, sollten die Versuche mit altersgleiche Kontrollen wiederholt werden.

4.2.3 Partikelkonzentrationen und —groRe im Hinblick auf das Auftreten einer
VM

Patienten mit einem lokalisierten PCa hatten niedrigere Partikelkonzentrationen als
Patienten mit mCRPC. Die erhohte Partikelkonzentration bei Patienten mit mCRPC
legt nahe, dass die Partikelkonzentration bis zu einem gewissen Grad mit der Tumor-
last und Tumorprogression assoziiert ist. Da sich die Partikelgesamtkonzentration von
Patienten mit mCRPC mit und ohne VM jedoch nicht unterschieden, kdnnte durch die
fehlende Sezernierung von EV aus nekrotischen oder schlecht vaskularisierten Berei-
chen groRer Tumormassen erklart werden (Logozzi et al., 2009).

Einen Zusammenhang zwischen Hohe des etablierten Tumormarkers (PSA) und der
Partikelkonzentration konnten Silva et al. bereits fur das kolorektale Karzinom und den
Tumormarker CEA zeigen. Die Schlussfolgerungen von Silva et al. und Logozzi et al.,
die fur das kolorektale Karzinom und das maligne Melanom eine Korrelation von Hohe
der Tumormarker, Differenzierungsgrad, Uberlebenszeit, Tumorlast und totaler
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Exosomenkonzentration zeigen konnten und die totale Exosomenkonzentration als
Surrogatparameter zur Uberwachung des Tumorwachstums postulierten, konnten im
Rahmen dieser Studie nicht bestatigt werden. Ob die Zahlung der Gesamtpartikelkon-
zentration als Parameter bezuglich Tumorprogression und Tumorlast beim PCa ge-
nutzt werden kann, musste gegebenenfalls an einer groReren Studienpopulation eva-
luiert werden. Ob und inwieweit die Zahlung von spezifischen Tumor-EV eine Aussage

diesbezuglich zulasst, wurde in dieser Arbeit nicht dargestellt.

Neben der Partikelkonzentration scheint die Partikelgrof3e eine Rolle bei der Tumor-
progression zu spielen. Studien, die sich mit dem Einfluss der Partikelgrof3e auf das
metastatische Verhalten von EV beschaftigten, gibt es aktuell nicht. So ist besonders
interessant, dass Patienten mit einem mCRPC und VM signifikankt grof3ere EV sezer-
nierten als Patienten mit einem mMCRPC ohne VM. Eine mdgliche Erklarung ist, dass
Tumorzellen von Patienten mit VM vermehrt einen grof3eren Subtyp an EV sezernieren
oder, dass die EV dieser Patienten einen anderen Informationsgehalt aufweisen. Dass
Partikel von Tumorpatienten sich in ihren Oberflachenstrukturen und ihrem Vesikelin-
halt unterscheiden, ist bekannt. Welchen Einfluss dies auf die Partikelgrof3e hat, wie
zuverlassig die PartikelgroRe zwischen Patienten mit VM und ohne VM differenzieren
kann und ob die PartikelgroRRe als pradiktiver Marker zum Anzeigen einer VM genutzt
werden kann, muss in grof3er angelegten klinischen Studien Uberpruft werden. Es ist
zusehen, dass eine ansteigenden VesikelgroRe moglicherweise bei bekanntem fort-
geschrittenem PCa Hinweise auf eine VM liefern kann, aber anhand der Vesikelgroe
ohne den klinischen Kontext keine Aussage uber den Erkrankungsstatus eines Pati-

enten getroffen werden kann.

In der Gruppe der Patienten mit VM zeigten Patienten mit Lebermetastasen eine Ten-
denz zu einer hoheren Vesikelkonzentrationen und grof3eren Vesikeln im Vergleich zu
Patienten mit Lungenmetastasen. Falls in groReren Kohorten ein signifikanter Unter-
schied dargestellt werden kann, konnten die Analysen von Partikelzahl und insbeson-
dere von Partikelgrof3e bei bekanntem mCRPC als Hinweisparameter auf das Aufde-
cken einer hepatischen Metastasierung dienen.

Patienten mit hepatischer Metastasierung oder primaren Lebertumoren, die eine trans-
arterielle Chemoembolisation erhielten und groRere EV aufwiesen, hatte eine
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singnifikant schlechtere Prognose als solche mit kleineren EV. Die Partikelkonzentra-
tion stellte jedoch keinen prognostischen Faktor dar (Scholer et al., 2021).

4.2.4 Partikelkonzentrationen und -groRBe unter Chemotherapie

Unter Behandlung mit Chemotherapeutika konnte eine erhohte Freisetzung der EV
aus Lungenkarzinomzelllinien sowie im Plasma von Brustkrebspatientinnen beobach-
tet werden (Konig et al., 2017; Xiao et al., 2014). Eine mogliche Erklarung warum Zel-
len unter Stressbedingungen verstarkt EV freisetzen, ist die Ausschleusung unnotiger
oder toxischer Substanzen aus den Zellen und/oder die Informationsweitergabe des
aktuellen Zellzustandes an umliegende und weiter entfernte Koérperkompartimente
(Urbanelli et al., 2016). Jedoch zeigten sich unter Therapie mit Enzalutamid im Blut
von Patienten mit PCa keine Veranderungen in den Partikelkonzentrationen (Krishn et
al., 2019). Auch unter Chemotherapie mit Docetaxel konnte in dieser Studie bei Pati-
enten mit mCRPC kein Anstieg oder Abfall der Gesamtpartikelkonzentration sowie

eine Veranderung der Partikelgrofl3e festgestellt werden.

4.3 Integrine

Ziel der Arbeit war die Untersuchung von molekularen Integrinprofilen auf EV im
mMCRPC. Zunachst musste ein geeignetes Integrinprofil gewahlt werden. Anhand der
durchgefuhrten Literaturrecherchen, in silico-Analysen und Vorarbeiten der For-
schungsgruppe wurden die Integrine CD51, CD 29 und CD104 gewahlt. Der erste
Schritt bestand darin eine geeignete Positivkontrolle zu finden. Anhand der durchge-
fuhrten Literaturrecherchen wurde davon ausgegangen, dass EV von PC3-Zellen
CD51, CD29 und CD104 exprimieren (Bijnsdorp et al., 2013; Fedele et al., 2015;
Kawakami et al., 2015; Singh et al., 2016). Mittels der Durchflusszytometrie konnte
jedoch lediglich die Expression von CD51 und teilweise die Expression von CD104 auf
EV von PC3-Zellen bestatigt werden. Hier sind als mogliche Ursachen die technischen
Limitationen des Detektionsverfahren, die Auswahl des Antikdrpers/Beads, aber auch
Definitionsansatze ab wann ein Nachweis eines Oberflachenmolekuls als positiver
Nachweis gilt, zu nennen. Um das Ziel einer Positivkontrolle zu realisieren, wurden
weitere Literaturrecherchen durchgefuhrt. Als geeigneter Kandidat schien die Zelllinie

HCT116. Hoshino et al. zeigten in massenspektrometrische Analysen die Expression
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von CD51, CD29 und CD104 auf EV von HCT116-Zellen. Mittels der durchflusszyto-
metrischen Analysen dieser Arbeit konnte eindeutig nur die Expression von CD29 so-
wie teilweise die Expression von CD104 nachgewiesen werden. In geringem Male
gelang die Detektion von CD51. Bereits an EV isoliert aus Zellkulturen zeigte sich,
dass mittels eines Verfahrens (Massenspektrometrie) nachgewiesene Expression ei-
nes Integrins nicht unbedingt mittels eines anderen Verfahrens (Durchflusszytometrie)
reproduziert werden kann. Allerdings sollte es sich bei einer aus Zellkultur isolierten
EV Probe um eine homogene Gruppe mit den gleichen Oberflachenstrukturen han-
deln. Inwieweit die Auswahl der Dynabeads eine Vorselektion und die Auswahl der
Fluorochrom-gekoppelten Antikdrper einen Einfluss auf die Nachweisbarkeit hat, sollte
in weiteren Arbeiten naher untersucht werden.

Die durchgefuhrten in silico-Analysen postulierten, dass CD104 bei Patienten mit he-
patischer Metastasierung im Gegensatz zu Patienten mit lymphogener oder ossarer
Metastasierung hoher exprimiert ist. Gleichzeitig zeigte sich der Anteil von CD104 in
Prostatabiopsaten hoher als in Biopsaten von Knochen- oder Lymphknotenmetasta-
sen. Im Gegensatz hierzu stehen die Untersuchung von Hoshino et al., die eine Uber-
expression der von CD29 und CD104 bei der Ausbildung von pulmonalen Metastasen
zeigten. In der durchgeflhrten Arbeit zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Konzentration von CD104 positiver EV aus Plasma von Patienten mit lokalisiertem
PCa und ossar metastasiertiem PCa. Auch die Konzentration CD104 positiver EV bei
gesunden Probanden (10 %) und Patienten mit lokalisiert oder ossar metastasiertem
PCa (11,4 %) unterschieden sich nicht.

Des Weiteren zeigten die in silico-Analysen auf, dass die Expression von CD51, CD29
und CD104 signifikant mit einem kiurzeren DFS korrelierte. EV gesunder Probanden
wiesen in unseren Untersuchungen hohere Konzentrationen CD29 positiver EV (19.5
%) als EV von Patienten mit lokalisiert oder ossar metastasiertem PCa (kleiner 2 %)
auf.

Der Anteil CD51 positiver EV fiel in allen Gruppen gering aus (< 2 %). Fedele et al.
zeigte eine erhohte Expression von Integrin av33 (CD51/CD61) bei der Ausbildung
ossarer Metastasierungen beim PCa auf. Auch Melanomzellen aus Lymphknotenme-
tastasen exprimierten avB3 (Hood et al., 2011). Weitere Arbeiten zeigten keinen Nach-
weis von Integrin avB6 in Prostatagewebe gesunder Probanden (Krishn et al., 2022),
wohingegen Patienten, die unter einem PCa litten, erhdhte Expression von Integrin
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avpB6 aufwiesen (Lu et al., 2016). In ossaren Metastasen von Patienten mit metasta-
siertem PCa zeigten sich ebenfalls erhdhte Expressionen von av6 (Dutta et al., 2014).
Weitere Arbeitsgruppen zeigten in Mausmodellen eine erhohte Expression von av33
in PCa mit neuroendokriner Differenzierung. Integrin av36 lie sich hingegen nur in
Gewebe mit PCa ohne neuroendokrine Differenzierung nachweisen (Quaglia et al.,
2021).

Hervorzuheben ist an dieser Stelle, dass es sich bei den Ergebnissen der in silico-
Daten um mRNA-Expressionsdaten handelt und auch die Ergebnisse der Literatur-
recherche mit diversen unterschiedlichen Methodiken akquiriert wurden. In wieweit die
Ergebnisse untereinander vergleichbar sind, ist somit zum aktuellen Zeitpunkt nicht
sicher zu beurteilen. Auch ist zu berlcksichtigen, dass die in dieser Arbeit untersuch-
ten EV im Sinne einer ,liquid biopsy“ aus Blutplasma gewonnen wurden und nicht aus
Gewebeproben.

Bei der Diskussion der gewonnen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gilt es zu be-
rucksichtigen, dass aufgrund der geringen Detektionsrate von CD51, CD29 und
CD104 auf EV von Patienten und Probanden und bei einer zu geringen und heteroge-
nen Kohortengrofle keine Aussage bezuglich einer statistischen Signifikanz hinsicht-
lich der Bedeutung des Nachweises spezifischer Integrinprofile auf EV auf den Ort der
Metastastasierung zu erreichen war.

Es qilt zu beachten, dass biologische Proben eine heterogene Gruppe EV diverser
Zelltypen und mit unterschiedlichen Molekulsignaturen enthalten. Inwieweit eine ge-
zieltere und selektivere Auswahl oder Anreicherung von tumorspezifischen EV, wie es
beispielsweise durch Mizutani et al. durch die Untersuchung nur PSMA-positiver EV
erfolgte, einheitliche und klarer Ergebnisse liefert, sollte in weiteren Studien untersucht
werden (Mizutani et al., 2014).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Aufgrund der hohen klinischen Relevanz des Prostatakarzinoms sind zentrale Aufga-
ben im klinischen Alltag das Treffen von Therapieentscheidungen sowohl im lokalisier-
ten als auch im metastasierten Stadium. Um einen geeigneten Biomarker zur individu-
alisierten Tumordiagnostik und Therapieliberwachung zu etablieren, ist zunachst ein
besseres Verstandnis der Tumorbiologie notig. Eine entscheidende Rolle bei der Me-
tastasierung spielt die Ausbildung einer prametastastischen Nische durch extrazellu-
lare Vesikel. Extrazellulare Vesikel enthalten Informationsmaterial der Ursprungszelle
und konnen aus nahezu allen Korperflissigkeiten wenig invasiv gewonnen werden.
Ob die prometastatischen Eigenschaften in der veranderten Vesikelbeladung, der er-
hohten Sekretion oder anderen Ursachen begrindet liegen, ist bisher unzureichend
untersucht. Das Integrinprofil extrazellularer Vesikel ist in anderen Tumorentitaten ent-
scheidend fur die Ausbildung der Organotropie im Rahmen der Metastasierung. In Li-
teraturrecherchen und in silico-Analysen wurden Integrine, die eine Rolle bei der Or-
ganotropie des metastasierten Prostatakarzinoms spielen kdnnten, herausgesucht.
Als geeignete Integrine wurden identifiziert: CD51 (av), CD29 (1) und CD104 (34).
Als etablierte Exosomen-Marker wurden CD9, CD63 und CD81 gewahlt. Mittels Ult-
razentrifugation sowie mittels eines kommerziell erworbenen Exosomen-Isolationskits
erfolgte die Isolation von extrazellularen Vesikel aus 6 verschiedenen Zelllinien sowie
aus humanem Plasma. Anschlie3end erfolgte die Quantifizierung und Grof3enbestim-
mung mittels Nanopartikel Tracking Analyse und Elektronenmikroskopie. Zur Detek-
tion von extrazellularen Vesikeln mittels Durchflusszytometrie erfolgte die Kopplung an
Beads und Farbung mit Fluorochrom-konjugierten Antikérper (CD9, CD63, CD81,
CD51, CD29 und CD104).

In Verdinnungsreihen konnte gezeigt werden, dass die Detektierbarkeit schwach ex-
primierter Oberflachenmolekulle von der Einsatzmenge der Vesikel abhangig ist. Es
konnte gezeigt werden, dass die Wahl der Flurochom-gekoppelten Antikorper und das
Design des Panels, insbesondere bei Mehrfachfarbungen, Einfluss auf die Nachweis-
barkeit einzelner Oberflachenmolekule haben kann. Der Nachweis von CD9 gelang
bei nahezu allen extrazellularen Vesikeln aus humanem Plasma. Es fiel auf, dass die
extrazellularen Vesikel von Patienten mit einem lokalisierten Prostatakarzinom signifi-
kant haufiger CD81 positiv waren als diese von Patienten mit einem ossar metasta-

sierten Prostatakarzinom. Im Plasma von gesunden Probanden konnten signifikant
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hohere Partikelkonzentration im Vergleich zu Patienten mit benigner Prostatahyper-
plasie und lokalisiertem Prostatakarzinom gemessen werden. Patienten mit viszeraler
Metastasierung wiesen grof3ere Partikel als Patienten ohne viszerale Metastasierung
auf. Eine Tendenz zu hoheren Partikelkonzentrationen bei Patienten mit viszeraler Me-
tastasierung und insbesondere bei hepatischer Metastasierung, zeigte sich ebenfalls.
Unter Chemotherapie mit Docetaxel zeigte sich kein Abfall der Partikelkonzentration
oder eine Veranderung der PartikelgroRe. Korrelationsanalysen zeigten einen positi-
ven Zusammenhang zwischen steigenden PSA-Werten und hoheren Partikelkonzent-
rationen. Bezuglich des Integrinprofils konnen anhand der erhobenen Daten abschlie-
Rende Aussagen bezuglich eines differierenden Integrinprofils bei Patienten mit Leber-
und/oder Lungenmetastasen nicht getroffen werden.
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8 TABELLARISCHER ANHANG

Tab. | Einfluss der Lagerungszeit und eines zusatzlichen Filterschritts auf PartikelgrofRe

— und zahl
Probanden- | PartikelgroRe (nm) Partikelkonzentration/ml Plasma
proben
Lagerungs- | Zeitpunkt 1 n=4, Zeitpunkt 2 n=4, Zeit- | Zeitpunkt 1 n=4, Zeitpunkt 2 n=4, Zeit-
zeit punkt 3 n=4 punkt 3 n=4

MW * SD:

Zeitpunkt 1: 193,4 + 25,9
Zeitpunkt 2: 198,2 + 7,3
Zeitpunkt 3: 213,7 + 12,9

Friedman- Test p=0,0694

post-hoc Analyse nach Dunn
Zeitpunkt 1 — Zeitpunkt 2: p > 0,9999
Zeitpunkt 1 — Zeitpunkt 3: p=0,1017
Zeitpunkt 2 — Zeitpunkt 3: p=0,1017

MW % SD:

Zeitpunkt 1: 3,05 x 10" + 5,05 x 10°
Zeitpunkt 2: 4,05 x 10'°+ 2,66 x10°
Zeitpunkt 3: 2,7 x 109+ 6,98 x 10"

Friedman- Test p=p 0,7778

post-hoc Analyse nach Dunn

Zeitpunkt 1 — Zeitpunkt 2: p > 0,9999
Zeitpunkt 1 — Zeitpunkt 3: p > 0,9999
Zeitpunkt 2 — Zeitpunkt 3: p > 0,9999

Filterschritt

ohne Filter n=4, mit Filter n=4
MW % SD:

ohne Filterschritt: 151,1 + 11,8
mit Filterschritt: 149,0 £ 11,0

Mann-Whitney-Test p > 0,9999

Wilcoxon-Test: p > 0,9999

ohne Filter n=4, mit Filter n=4

MW £ SD:

ohne Filterschritt: 1,78 x 10"° +
3,95 x 10°

mit Filterschritt: 1,22 x 10"+
4,65 x 10°

Mann-Whitney-Test p=0,0857

Wilcoxon-Test: p=0,1250

Tab. Il PartikelgroBe und —konzentration gesunder Probanden, Patienten mit BPH und
lokalisiertem PCa

Partikelgrofe (nm)

Partikelkonzentration/ml Plasma

Proband,
BPH, lok.
PCa

Kruskal-Wallis-Test p=0,5703

post-hoc Analyse nach Dunn
Proband — BPH: p > 0,9999
Proband - lok. PCa: p=0,9115
BPH — lok. PCa: p > 0,9999

Kruskal-Wallis-Test p=0,0025

post-hoc Analyse nach Dunn
Proband — BPH: p=0,2518
Proband — lok. PCa: p=0,0056
BPH — lok. PCa: p=0,7553
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Tab. lll EV-Marker und Integrinsignatur auf EV von Patienten mit lokalisiertem PCa und
ossar metastasiertem PCa

lokalisiertes PCa - ossar metastasiertes PCa

EV-Marker und Integrine Mann-Whitney Test (p-Wert)
CD9 0,4286

CD63 0,5065

CD81 0,0173

CD29 > 0,9999

CD51 0,6623

CD104 0,2468

Tab. IV PartikelgroBe und Partikelkonzentration Neutax-Kohorte

Neutax-Ko- | PartikelgroBe (nm) Partikelkonzentration/ml Plasma
horte
VM - ohne VM n=15, ohne VM n=15 VM n=15, ohne VM n=15
VM
MW £ SD: MW £ SD:
VM: 144,3 nm + 16,1 nm VM: 1,70 x 10"°+ 7,6 x 10°
ohne VM: 138,0 nm + 13,4 nm ohne VM: 1,55 x 10" + 4,9 x 10°
Mann-Whitney p=0,3399 Mann-Whitney p=0,8458
VM und | BE1n=12,BE2n=10,BE3n=8 BE1n=12,BE2n=10,BE3n=8
ohne VM
MW £ SD: MW £ SD:
BE 1: 144,48 + 14,9 BE 1: 1,65x 10"+ 2,1 x 10°
BE 2: 141,5+9,9 BE 2: 1,68 x 10"+ 2,2 x 10°
BE 3: 135,81 + 19,9 BE 3:1,53x10"%+ 1,5x 10°
Kruskal-Wallis p=0,3449 Kruskal-Wallis p=0,9670
Post-Hoc Dunn Post-Hoc Dunn
BE 1 - BE 2: p > 0,9999 BE 1 - BE 2: p > 0,9999
BE 1 - BE 3: p=0,4704 BE 1 - BE 3: > 0,9999
BE 2 - BE 3: p=0,8076 BE 2 - BE 3: > 0,9999
VM BE1n=4,BE2n=4,BE3n=4 BE1n=4,BE2n=4,BE3n=4
MW £ SD: MW £ SD:
BE 1: 137,4 + 4,8 BE 1: 18500000000 + 11832441281
BE 2: 143,3+4,8 BE 2: 13275000000 + 2753633963
BE 3: 138,7 + 25,4 BE 3: 14650000000 + 4518480571
Friedmann-Test p=0,7778 Friedmann-Test p=0,9306
BE 1 - BE 2: p > 0,9999 BE 1 - BE 2: p > 0,9999
BE 1 - BE 3: p > 0,9999 BE 1 - BE 3: p > 0,9999
BE 2 - BE 3: p > 0,9999 BE 2 - BE 3: p > 0,9999
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Knochen: 136,7 + 13,4

Kruskal-Wallis p=0,2026
Post-Hoc Dunn
Leber-Lunge: p=0,2504
Leber-Knochen: p=0,4807
Lunge-Knochen p > 0,9999
0,5495

ohne VM BE1n=4,BE2n=4,BE3n=4 BE1n=4,BE2n=4,BE3n=4
MW % SD: MW % SD:
BE 1: 135,9 +13,4 BE 1: 15275000000 + 4633483211
BE 2:133,0+ 7,0 BE 2: 18325000000 * 5503559454
BE 3:132,9 + 16,1 BE 3: 16000000000 + 4760952286
Friedmann-Test p=0,9306 Friedmann-Test p=0,4306
BE 1-BE 2: p > 0,9999 BE 1 - BE 2: p=0,4719
BE 1 - BE 3: p > 0,9999 BE 1 - BE 3: p > 0,9999
BE 2 - BE 3: p > 0,9999 BE 2 - BE 3: p > 0,9999
Metastasie- | Leber n =6, Lunge = 6, Knochen = Leber n = 6, Lunge = 6, Knochen =
rung nach 17 17
Leber - | Mw + sD: MW # SD:
Lunge — | Leber: 143,3 £ 5,5 Leber: 17333333333 + 9363261540
Knochen Lunge: 133,0 £ 11,5 Lunge: 13083333333 + 3337913520

Knochen: 15282352941 +

4711320846

Kruskal-Wallis p= 0,6870
Post-Hoc Dunn
Leber-Lunge: p > 0,9999
Leber-Knochen: p > 0,9999
Lunge-Knochen p > 0,9999
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Tab. V PartikelgroBe und Partikelkonzentration Probanden, Patienten mit BPH, Patien-
ten mit lokalisiertem PCa und PCa Patienten mit und ohne VM

Biobank-
INeutax-Ko-
horte

Partikelgrofe (nm)

Partikelkonzentration/ml Plasma

Kruskal-Wallis-Test p=0,0093

Mann-Whitney-Test

mCRPC VM

- mCRPC ohne VM: p=0,0102

- lok. PCA: p=0,0488
- BPH: p=0,1209
- Proband: p=0,6844

mCRPC ohne VM
- lok. PCA: p=0,0022
- BPH: p=0,0043
- Proband: p=0,0593

lok. PCA
- BPH: p=0,6623
- Proband: p=0,4908

BPH
- Proband: p=0,3543

Kruskal-Wallis-Test p=0,0079

Mann-Whitney-Test

mCRPC VM

- mCRPC ohne VM: p=0,3723

- lok. PCA: p=0,0344
- BPH: p=0,7887
- Proband: p=0,0102

mCRPC ohne VM
- lok. PCA: p=0,0160
- BPH: p=0,2821
- Proband: p=0,0788

lok. PCA
- BPH: p=0,1385
- Proband: p=0,0033

BPH
- Proband: p=0,0412
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Abb. VI

Product-Limit-Lebensdaueranpassung

Lebensdauerdiagramm

1,0 — ITGAV<-0,144036746
— [TGAV>=-0,144036746
0,8

0,6

0,4

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

0,0
0 20 40 60 80 100 120 140
Disease Free (Months)

Zeit bis Ereignis: Disease Free (Months)
Zensiert mit Disease Free=1, Recurred=0
Zensierungscode 1

Gruppiert nach AV

Ubersicht
Anzahl Anzahl

Gruppe ausgefallen zensiert Mittelwert Std.-Fehler
ITGAV<-0,144036746 15 23 45,1185 Biased 4,43825
ITGAV>=-0,144036746 17 57 74,7179 Biased 4,09461
Kombiniert 32 80 69,7241 Biased 3,55998
Quantile

95% Ki 25% 75%
Gruppe Median-Zeit unten 95% Kl oben Ausfille Ausfalle
ITGAV<-0,144036746 . 27,86 . 18,5
ITGAV>=-0,144036746 . 92,98 . 64,76
Kombiniert . 92,98 . 53,82
Tests zwischen Gruppen

Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?2
Log-Rang 3,8771 1 0,0489*

Wilcoxon 4,9857 1 0,0256*
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Abb. VI

Product-Limit-Lebensdaueranpassung

Lebensdauerdiagramm
1,0

0,8

0,6

0,4

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

0,0

0 20 40 60

— ITGB1<-1,145704316
— ITGB1>=-1,145704316

80

100

Disease Free (Months)

Zeit bis Ereignis: Disease Free (Months)
Zensiert mit Disease Free=1, Recurred=0
Zensierungscode 1

Gruppiert nach B1

120 140

Ubersicht
Anzahl Anzahl

Gruppe ausgefallen zensiert Mittelwert Std.-Fehler
ITGB1<-1,145704316 13 15 40,2491 Biased 5,59506
ITGB1>=-1,145704316 19 65 75,5542 Biased 3,68883
Kombiniert 32 80 69,7241 Biased 3,55998
Quantile

95% Ki 25% 75%
Gruppe Median-Zeit unten 95% Kl oben Ausfélle Ausfélle
ITGB1<-1,145704316 64,66 11,79 7,79
ITGB1>=-1,145704316 92,98 64,76
Kombiniert 92,98 53,82
Tests zwischen Gruppen

Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
Log-Rang 9,4190 1
Wilcoxon 11,8103 1
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Abb. VII

Product-Limit-Lebensdaueranpassung

Lebensdauerdiagramm
1,0

— [TGB4<-1,655603527

0,8

0,6

0,4

Uberlebenswahrscheinlichkeit

0,2

0,0
0 20 40 60

80

100

Disease Free (Months)

Zeit bis Ereignis: Disease Free (Months)
Zensiert mit Disease Free=1, Recurred=0
Zensierungscode 1

Gruppiert nach B4

— ITGB4>=-1,655603527

120 140

Ubersicht
Anzahl Anzahl

Gruppe ausgefallen zensiert Mittelwert Std.-Fehler
ITGB4<-1,655603527 29 60,6871 Biased 4,7188
ITGB4>=-1,655603527 3 18,1579 Biased 0,6079
Kombiniert 32 69,7241 Biased 3,55998
Quantile

95% Ki 25% 75%
Gruppe Median-Zeit unten 95% Kl oben Ausfalle Ausfille
ITGB4<-1,655603527 68,04 55,39 27,6
ITGB4>=-1,655603527 . .
Kombiniert 92,98 53,82
Tests zwischen Gruppen

Wahrsch.
Test Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
Log-Rang 11,7928 1
Wilcoxon 7,7007 1
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Tabellarischer Anhang

Abb. VIII

Einfaktorielle Analyse von ITGB4 nach Tumor site 1: LN, 2: Bone, 3:liver, 4: prostate, 5:other

6

3 3
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0 — T — °
=
S = S| &
- 1 2 3 4 5
Tumor site 1: LN, 2: Bone, 3:liver, 4: prostate, 5:other
Quantile

Stufe Minimum 10% 25% Median 75% 90% Maximum
-0,5047 -0,4728 -0,4576 -0,34705 -0,18105 0,15945 3,4798
-0,4952 -0,4586 -0,43725 -0,3629 -0,21755  0,1777 6,299
-0,4939 -0,4827 -0,3951 -0,042 097985 2,39918 3,6107

0,1608 0,1608 0,1608 04814 0,8443 0,8443 0,8443
-0,4967 -0,49 -0,4431 -0,407 -0,2699  1,4544 2,5485

Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Tests (Rangsummen)
Erwarteter Score-

s W=

Kategorie Haufigkeiten Score-Summe Score Mittelwert (Mittelwert-Mittelwert0)/Std.0
1 50 2770,00 2975,00 55,400 -1,114
2 29 1665,00 1725,50 57,414 -0,375
3 17 1333,00 1011,50 78,412 2,460
4 3 308,000 178,500 102,667 2,205
5 19 945,000 1130,50 49,737 -1,355
Einfaktorieller Test,
Chi-Quadrat-Approximation
Wahrsch.
Chi2 Freiheitsgrade > Chi?
12,3470 4 0,0149*
Nichtparametrische Vergleiche fiir jedes Paar mittels Wilcoxon-Methode
q* Alpha
1,95996 0,05
Mittlere Score- Std.- Hodges-
Kategorie - Kategorie Differenz Fehlerdiff. Z p-Wert Lehmann Kl unten Kl oben Differenzdiagramm
4 1 23,1433 9,179684 2,52115 0,0117* 0,784450 0,38700 1,21240
4 2 13,2414 5689272  2,32743 0,0199* 0,826100 0,36220 1,22570 F /
3 1 13,2029 5,470473  2,41349 0,0158* 0,258700 0,04150  0,84430 il
3 2 8,5842 4,100083 2,09366 0,0363* 0,228900 0,00460  0,88700 ] N
4 3 2,7451 3,704793  0,74096 0,4587 0,407200 -1,44620 1,09070 [:/
2 1 0,9534 5,356669 0,17799 0,8587 0,004000 -0,06710  0,07060 |
5 1 -3,3774 5,406818 -0,62465 0,5322 -0,028900 -0,10560  0,03880 il
5 2 -4,3557 4,132119 -1,05411 0,2918 -0,034200 -0,10530  0,03110 ’|
5 4 -7,3333 4,034210 -1,81779 0,0691 -0,852200 -1,27830 066750 ~<_ | :‘>
5 3 -7,5789 3,517317 -2,15475 0,0312* -0,250300 -0,94250 -0,01180
Ausgeschlossene Zeilen 32
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