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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Therapie von Gewebedefekten, wie zum Beispiel Hautwunden, stellt ein grof3es
Aufgabengebiet in der Medizin dar. Um diese zu verbessern wurden die Auswirkungen
von mesenchymalen Stammzellen aber auch von deren sezernierten Exosomen
erforscht. Beide zeigten eine Verbesserung der Wundheilung sowohl in vitro als auch in
vivo. Das in vorangegangen Arbeiten der Arbeitsgruppe um Peter J. Nelson hergestellte
und erforschte GPI (Glycosylphosphatidylinositol)-verankerte TIMP1 (tissue inhibitor of
metalloproteinases 1) zeigte ebenfalls eine Verbesserung der Wundheilung. Um diese
beiden Effekte gegebenenfalls kombinieren zu kénnen, sollte das Fusionsprotein in den
Exosomen exprimiert werden. In dieser Arbeit wurden zunachst imMSC (immortalisierte
mesenychmale Stammzellen), die die Fusionsproteine TIMP1-myc-GPI, N-TIMP1-myc-
GPI, vw-TIMP1-myc-GPI und EGFP-myc-GPI exprimieren, hergestellt. AnschlielRend
wurden von den TIMP1-myc-GPl, den EGFP-myc-GPI und den nicht transfizierten
imMSC Exosomen isoliert. Auf den aus den transfizierten, aber nicht auf den aus den
untransfizierten INMMSC stammenden Exosomen konnten die Fusionsproteine mittels
Western Blot dargestellt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass durch GPI-
verankerte Proteine eine Modifikation der sezernierten Exosomen mdoglich ist. Dies stellt
somit eine Mdoglichkeit dar die Exosomen fir eine Therapie von Gewebedefekten zu

optimieren.
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2.1 Mesenchymale Stammzellen

2.1.1 Definition

Stammzellen sind undifferenzierte bis niedrigdifferenzierte Zellen, die die Fahigkeit
besitzen sich selbst zu erneuern und sich zu unterschiedlichen Zellen zu entwickeln
[2 — 4]. Diese lassen sich zum einen Uber ihre Potenz und zum anderen Uber ihre
Herkunft einteilen. Aus totipotenten Stammzellen kénnen sich alle embryonalen Gewebe
sowie der embryonale Anteil der Plazenta entwickeln [4]. Pluripotente Stammzellen
kénnen sich zu allen Geweben des Embryos entwickeln. Im postnatalen Organismus
existieren multipotente Stammzellen, die die Fahigkeit besitzen sich noch zu mehreren
Zellen, aber nicht mehr zu allen Zellen des Organismus zu entwickeln. Aul3erdem
existieren noch oligopotente und unipotente Stammzellen, die sich nur noch zu wenigen
Zelltypen bzw. nur noch zu einem Zelltyp entwickeln kénnen [3, 4]. Gewebespezifische
Stammzellen wie zum Beispiel die Zellen im Stratum basale der Epidermis gewéhrleisten
die standige Erneuerung der Haut. [4, 5]

Mesenchymale Stammzellen sind multipotente adulte Stammzellen, die unter anderem
aus dem Knochenmark, dem Fettgewebe und der Nabelschnur gewonnen werden
kénnen [2, 3]. Im Jahr 2006 wurden von der ,International Society for Cellular Therapy
(ISCT)“ minimale Kriterien, die die Vergleichbarkeit von Studien zu mesenchymalen
Stammzellen gewahrleisten sollen, erstellt. Hiernach missen mesenchymale
Stammzellen adharent in Kunststoffzellkulturflaschen unter Standardbedingungen
wachsen, die Oberflachenmarker CD44, CD73, CD90, CD105 exprimieren, durfen die
Oberflachenmarker CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79 oder CD19 und HLA-DR
nicht exprimieren und missen sich zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten in

vitro differenzieren kdnnen [2, 6].

2.1.2 Mesenchymale Stammzellen und Wundheilung

Wundheilung ist durch verschiedene Stadien gekennzeichnet. Zunachst erfolgt bei
Wunden die Blutstillung durch die Thrombozyten und die Gerinnungsfaktoren des
Blutplasmas. Anschlielend erfolgt die Inflammation mit Einschwemmung von
neutrophilen  Granulozyten und Monozyten und einer Erh6hung der
Kapillarpermeabilitat. Hierbei wird die Wunde von Fremdmaterial wie zum Beispiel
Bakterien gereinigt. Danach folgt die Proliferationsphase, in der sich das
Granulationsgewebe bildet, neue Extrazellularmatrix hergestellt und neue Gefalie sowie
neue Epidermiszellen zum Wundverschluss erzeugt werden. AnschlieRend erfolgt dann

der Umbau des neugebildeten Gewebes. Meist entsteht hierbei eine Narbe, die nicht so
2
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hochwertig wie das urspriingliche Gewebe ist [4, 5, 7]. Eine Verlangerung der
Inflammationsphase und eine Dysfunktion verschiedener Zellen wie zum Beispiel der
Fibroblasten werden als Ursache von chronischen Wunden diskutiert [5, 7].

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass mesenchymale Stammzellen die Wundheilung
beschleunigen und sogar optimieren [7 — 11]. Es wurde gezeigt, dass sie zwar auch
proliferieren und somit neue Zellen zur Verfugung stellen, aber der grof3te Effekt durch
parakrine Auswirkungen erzeugt wird [7, 8]. Sie erh6hen die Migration von Fibroblasten
zur Wundregion [11] und somit die Geschwindigkeit des Wundverschlusses [9]. Auch
produzieren mesenchymale Stammzellen eine Reihe von Faktoren, die die Angiogenese
fordern wie zum Beispiel VEGF (vascular endothelial growth factor). Dadurch wird die
Neubildung von GefalRen im Wundgebiet und somit auch die Wundheilung geférdert
[7—-10]. Zudem wurde gezeigt, dass die Anwesenheit von mesenchymalen
Stammzellen die Anzahl von freien Sauerstoffradikalen vermindert [8]. Zusatzlich
modifizieren die mesenchymalen Stammzellen die Inflammationsreaktion und
verhindern dadurch eine chronische Entziindung [7—9]. Zudem wurde durch
Anwesenheit von mesenchymalen Stammzellen die Narbenbildung vermindert bzw. die
narbenlose Heilung geférdert. Es wurden zum Beispiel Hautanhangsgebilde in den mit
mesenchymalen Stammzellen behandelten verheilten Hautwunden gefunden, die bei
narbiger Heilung nicht entstehen und auch die Dicke der neugebildeten Epidermis
unterschied sich [4, 5, 7 - 9].

Mesenchymale Stammzellen erzeugen somit eine Verbesserung der Wundheilung tber

verschiedene Mechanismen.

2.2 Exosomen

2.2.1 Definition

Exosomen sind kleine von fast allen Zellen sezernierte Vesikel. Sie besitzen eine
Doppellipidmembran und sind ungefahr 30-100 nm grof3. Die Grél3enangaben variieren
je nach Publikation. Hier ist ein Mittelmal3 fir die Grol3e angegeben. Eine schematische
Darstellung eines Exosoms ist in Abbildung 1 gezeigt. Exosomen sind in nahezu allen
Korperflissigkeiten zu finden wie z.B. in Blut, Speichel, Urin, Galle, Amnionflissigkeit
und Muttermilch [12 — 15]. Sie enthalten sowohl verschiedene Arten von Nukleinséauren
wie zum Beispiel unterschiedliche Arten von RNA als auch Proteine [12 — 15]. Auf Grund
dieser Tatsache nimmt man an, dass Exosomen zur Zellkommunikation zwischen weit
entfernten Zellen dienen [12 — 15].

In den Exosomen sind je nach der Ursprungszelle variierende Proteine enthalten. Aber
es existieren auch Proteine, die auf den meisten Exosomen vorkommen wie z.B. RAB
GTPasen, SNARE, Annexin, Flottilin, Alix, Tsg101, CD63, CD81 und weitere [12, 13, 15,
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16]. Zudem hat man gesehen, dass in Exosomen Lipid Rafts und mit diesen Lipidflo3en
zusammenhangende Lipide, wie Cholesterin, Sphingolipide und Ceramid, und Proteine,
wie Glycosylphosphatidylinositol verankerte Proteine und Flottilin, angereichert sind
[15 — 18]. Lipid rafts bzw. LipidfloRRe sind Mikrodoméanen der Plasmamembran, in denen

Sphingolipide, Cholesterin und verschiedene Membranproteine angereichert sind [19].

Doppellipidmembran

RNA
[
e ©
@® B
@ 0.
.0 .o e
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‘. ® o000 ° ‘..

Abbildung 1 Schematische Darstellung eines Exosomes.

Auf dieser Abbildung ist ein Exosom mit seiner Doppellipidmembran und exemplarischem Inhalt dargestellt.
Zur Vereinfachung der Grafik sind keine Membranproteine dargestellt. Die GroRenrelationen sind frei
gewahlt und entsprechen nicht der Realitat.

Definitionsgemal entstehen Exosomen aus multivesikuldren Kdérperchen. Der genaue
Entstehungsmechanismus der multivesikularen Kérperchen ist noch nicht bekannt. Es
wurde in Studien beobachtet, dass innerhalb eines Zellkbrperchens winzige Vesikel
entstehen und zum Teil werden diese Vesikel durch Verschmelzen dieser Kérperchen
mit der Zellmembran freigesetzt. Andere Korperchen, ebenfalls mit Vesikeln besttckt,
werden im Lysosom abgebaut. Auch dieser Mechanismus, weshalb eine Freisetzung
und weshalb ein Abbau stattfindet, muss noch genauer erforscht werden. [12, 15]

Andere Vesikel, die durch AbstoRen von Zellmembranstiicken entstehen, werden als
Mikrovesikel bezeichnet. Diese werden meist grof3er als 100 nm beschrieben [12, 15].
Allerdings werden die Bezeichnungen, Exosom und Mikrovesikel, uneinheitlich
verwendet [12, 15] und auch gestaltet sich die Differenzierung zwischen Exosomen und

Mikrovesikel schwierig, da die Isolationsmethoden hauptséchlich Gber die GroRRe der
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Vesikel funktionieren und es GrdélRenuberschneidungen zwischen beiden Entitaten gibt
[12, 15].

2.2.2 lIsolation und Charakterisierung

Das meist genutzte und erste Verfahren zur Isolation von Exosomen ist die
Ultrazentrifugation, auf die an spaterer Stelle genauer eingegangen wird [13]. Zudem
existieren weitere Isolationsprotokolle, die auf Ultrafiltration oder Immunoadsorption
basieren [12, 13, 15]. AuRerdem werden eine Reihe von kommerziell erhéltlichen auf
Polymeren basierende Kits zur Exosomenisolation eingesetzt [12, 13, 15, 18]. Diese
ermoglichen eine schnellere Isolation. Allerdings ist noch offen, ob diese Kits weniger
zwischen den verschiedenen Arten von extrazellularen Vesikeln diskriminieren als die
anderen Isolationsmethoden [18].

Um die isolierten Exosomen abzubilden, bendtigt man auf Grund ihrer geringen Grol3e,
von ungefahr 30-100 nm, die Elektronenmikroskopie. Zur genaueren Charakterisierung
der isolierten Vesikel stehen der Immunoblot, die Massenspektroskopie und neue
hochauflésende Durchflusszytometriemethoden zur Verfigung [12, 13, 15].

Um eine Auflistung aller in extrazellularen Vesikeln vorhandenen Proteinen,
Nukleinséduren und Lipiden zu gewahrleisten, wurden die Datenbanken ExoCarta [20],
Vesiclepedia [21] und EVpedia [22] geschaffen. ExoCarta stellt Informationen
ausschlieBlich zu Exosomen zur Verfligung, Vesiclepedia zu allen extrazellularen
Vesikeln und EVpedia enthélt Informationen zu extrazellularen Vesikeln von Pro- und
Eukaryonten [21 — 23].

Im Jahr 2014 wurden von der ,International Society for Extracellular Vesicles* (ISEV)
minimale experimentelle Anforderungen an Studien Uber extrazellulare Vesikel, die die

Vergleichbarkeit von Studien gewéhrleisten sollen, erstellt [24].

2.2.3 Entstehung und Freisetzung der Exosomen

Die genaue Entstehung und Freisetzung der Exosomen ist noch Gegenstand der
aktuellen Forschung. Sie entstehen in Endosomen die zu multivesikularen Kérperchen
werden. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass hierfir der ESCRT Komplex
(Endosomal sorting complex required for transport), Lipide wie Ceramid und
Tetraspanine zur Biogenese benétigt werden. Allerdings ist noch nicht bewiesen, ob alle
an der Biogenese der gleichen Sorte von Exosomen oder von verschiedenen Sorten
beteiligt sind, da durch Inhibierung der Expression oder durch einen Knock-out eines der
Proteinkomplexe maximal eine Reduzierung der Exosomensekretion aber kein
vollsténdiger Stopp der Sekretion erzielt werden konnte [15 — 18]. Der ESCRT-Komplex
besteht aus 4 Unterkomplexen und Hilfsproteinen wie Alix, TSG101 und VPS4. ESCRT-
0 gruppiert Ubiquitin-abhangig den Inhalt, ESCRT-I und -l starten die Ausknospung der
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intraendosomalen Vesikel und ESCRT-III ist fur die Vesikelabspaltung verantwortlich
[15 - 18].

Es wurde gezeigt, dass einige Rab GTPasen (RAB1l, RAB27, RAB35) an dem
Transport und der Freisetzung der multivesikuldren Koérperchen, also den Exosomen,
beteiligt sind. Rab GTPasen sind in der Zelle fur den Transport von Vesikeln
verantwortlich. Fir die Freisetzung von Vesikeln und normalen Lysosomen ist der
SNARE-Komplex verantwortlich, ob und wie dieser, auch an der Freisetzung der
multivesikularen Kérperchen beteiligt ist, ist noch zu klaren [15 — 18].

Ebenfalls wird der genaue Ablauf der Anreicherung von Proteinen und Nukleinsduren in
den Exosomen noch erforscht. Man nimmt an, dass hierfir verschiedene
Rekrutierungsproteine wahrend der Biogenese wie zum Beispiel Teile des ESCRT-
Komplexes und Chaperone verantwortlich sind. Auch werden die Membranproteine wie

zum Beispiel GPI-verankerte Proteine direkt wahrend der Entstehung miteingefligt [15].

2.2.4 Interaktionen der Exosomen mit den Zielzellen

Fur die Interaktion mit den Zielzellen gibt es verschiedene Mdglichkeiten. Hier gébe es
zum einen den einfachen Kontakt Uber Rezeptorbindung, oder die Endozytose des
kompletten Exosoms, oder auch die Verschmelzung der Exosomenmembran mit der
Plasmamembran der Zielzelle. Nach Endozytose gibt es noch die Méglichkeiten, dass
die Exosomenmembran mit der Membran des Endosoms verschmilzt und so der Inhalt
in die Zelle abgegeben wird oder, dass das Exosom zum lysosomalen Abbau
weitergeleitet wird.

In Studien konnte sowohl die Rezeptorbindung, als auch die Verschmelzung mit der
Plasmamembran, als auch die Endozytose der Exosomen nachgewiesen werden [15,
25].

2.2.5 Exosomen und Wundheilung

In einigen Studien wurde gezeigt, dass von isolierten Exosomen &hnlich verbessernde
Effekte auf die Wundheilung wie durch Stammzelltherapie ausgelést werden [26 — 33].

Zum einen wurde gezeigt, dass durch eine Therapie mit extrazellularen Vesikeln von
mesenchymalen Stammzellen, Exosomen mit eingeschlossen, die durch Ischamie
ausgeloste akute Nierenschadigung gemindert wird [26, 28, 31]. Auch wurde die
Entstehung einer chronischen Nierenschadigung im Anschluss an diese Prozedur
seltener beobachtet [26, 28]. Positive Effekte wurden auch durch den Einsatz von
Exosomen bei der Knochenheilung gezeigt. Durch die Injektion von Exosomen von
mesenchymalen Stammzellen in den Frakturspalt beschleunigte sich der Frakturschluss
im Mausmodell [27]. Es zeigte sich zudem ein protektiver Effekt von der Therapie mit
Stammzellexosomen bei der nekrotisierenden Enterokolitis im Mausmodell [30]. Ebenso

konnte bei der Heilung von chronischen Wunden ein positiver Effekt erzielt werden. Hier
6
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konnte, genau wie bei den mesenchymalen Stammzellen selbst, eine vermehrte
Angiogenese und Fibroblastenmigration und -proliferation nachgewiesen werden [10,
32, 33]. Zudem zeigte die Anwesenheit von Exosomen von stimulierten Fibrozyten gute
Ergebnisse in Bezug auf die Wundheilung von chronischen Wunden [29].

Alle Studien heben gemeinsam hervor, dass die Wirkung der Exosomen hauptsachlich
durch den RNA-Inhalt der Exosomen hervorgerufen wurde und weniger durch die
enthalten Proteine und durch die enthaltene RNA eine Verédnderung der Genexpression

der Zielzellen erzeugt wurde [26 — 33].

2.3 Verwendete Proteine

Die in dieser Arbeit verwendeten Proteine, TIMP1-myc-GPIl, vv-TIMP1-myc-GPI, N-
TIMP1-myc-GPIl und EGFP-myc-GPI, bzw. ihre kodierenden DNA-Sequenzen wurden
in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Nelson erstellt [1, 34 — 42]. Dies
sind rational designte Fusionsproteine, die aus dem MMP-Inhibitor TIMP1 bzw. aus auf
diesem basierende Modifikationen und einem GPI-Anker bestehen (genaueres siehe im
Kapitel 2.3.3) Als Kontrollprotein wurde ein &hnliches Konstrukt aus GFP und einem GPI-

Anker verwendet (siehe Kapitel 2.3.2).

2.3.1 Besondere Modifikationen — Signalsequenzen

Diese Proteine weisen einige Besonderheiten auf. Sie besitzen mehrere
Signalsequenzen. Eine Signalsequenz am N-Terminus gibt zu erkennen, dass das
Protein zum Transport ins raue Endoplasmatische Retikulum (ER) bestimmt ist. Diese
Signalsequenz besitzen unter anderem alle fir die Sekretion und fur die
Plasmamembran bestimmten Proteine. An diese hydrophobe Signalsequenz bindet ein
Singalerkennungspartikel (SRP) und unterbricht die weitere Translation bis das SRP an
den SRP-Rezeptor der ER-Membran gebunden ist. Anschlie3end wird dieser Komplex
zu einem Proteintranslokator (Sec61-Komplex) geschoben, sodass das Protein
cotranslational in das raue endoplasmatische Retikulum tberfihrt wird [19, 43]. Nach
Beendigung dieses Vorgangs wird diese Signalsequenz durch eine Signalpeptidase
abgespalten [19, 43]. Bei Proteinen mit mehreren ER-Signalsequenzen ist nur die
Signalsequenz am Beginn eines Proteins mit Schnittstellen fir die Peptidase
ausgestattet, sodass nur die Startsignalsequenz am Proteinanfang abgeschnitten
werden kann [19]. Durch eine hydrophobe Transferstoppsequenz wird, wenn vorhanden,
die Uberfiihrung des Proteins in das ER gestoppt. Im ER bekommen die Proteine ihre
endgultige Form. Zusatzlich werden Modifikationen der Proteine im ER durchgefiihrt -
wie zum Beispiel die Kopplung an einen Glykosylphosphatidylinositol-Anker
(GPI-Anker). Hierflr besitzen die Proteine eine zweite Signalsequenz am C-Terminus,

so auch die in dieser Arbeit verwendeten Proteine [19, 43]. Dies ist eine zusatzliche
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hydrophobe Aminosauresequenz, also eine Transferstoppsequenz, direkt am
C-terminalen Ende des Proteins, so dass die Proteine in der ER-Membran zuné&chst
durch diese Sequenz verankert sind. Durch die angesprochene zweite Signalsequenz
wird durch ein Enzym der Peptidanker durch einen GPI-Anker ersetzt [19]. GPI-Anker
gekoppelte Proteine werden anschlie3end Uber den Golgi-Apparat zur Zellmembran
transportiert und dort an der Aul3enseite eingebaut. Durch den GPI-Anker werden
Proteine direkt an der Zelloberflache exprimiert [19, 43, 44]. Es gibt verschiedene
Varianten des GPI-Ankers mit einem gemeinsamen Grundgerist. Dieses besteht aus
Fettséduren, tber die die Verankerung in der Membran erfolgt, Phosphoinositol, einer
Zuckerkette, die aus nicht-acetylierten Glukosamin und 3 Mannosemolekiilen besteht,
und Phosphoethanolamin, Gber das das jeweilige Protein durch eine Peptidbindung an
dessen C-Terminus befestigt ist [44 — 46]. Dieses Grundgertist wird durch zusatzliche
Modifikationen je nach Zellart und Organismus mit zusatzlichen Kohlehydratresten, die
Uber die Mannosemolekille mit dem Grundgerist verknupft sind, versehen [46]. Eine

schematische Darstellung ist in Abbildung 2 gezeigt.

Phospho-
ethanolamin

Nicht-acetyliertes
Glukosamin

+—— Fettsduren

Abbildung 2 Grundgerist eines Glycosylphosphatidylinositolankers.

Diese Abbildung ist angelehnt an die Schemazeichnungen von Tsai, Liu et al. 2012 [44] und Stevens 1995
[46]. Sie zeigt das gemeinsame Grundgerist aller GPI-Anker aus Phosphoinositol, nicht-actetylierten
Glukosamin, 3xMannose und Phosphoethanolamin. An Phosphoethanolamin ist das jeweilige Protein Uber
seinen C-Terminus verbunden und tber Phosphoinositol die Fettsduren zur Verankerung in der Membran.
Die GroRRenrelationen sind frei gewahlt und entsprechen nicht der Realitat.

AulRerdem wurde bei jedem in dieser Arbeit verwendeten Protein zwischen Protein und

GPIANnker ein myc-Tag eingebaut. Dieser zwischen geschaltete myc-Tag besitzt keine
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eigene biologische Aktivitat, sondern dient als gemeinsamer Angriffspunkt fir den
ebenfalls in Vorarbeiten hergestellten Antikérper Anti-myc [1]. Somit kbnnen mit einem
einzigen monoklonalen Antikérper alle in dieser Arbeit verwendeten Proteine

nachgewiesen werden.

2.3.2 EGFP-myc-GPI

GFP (green fluorescent protein) ist ein grinfluoreszierendes Protein, das bis auf seine
grine Fluoreszenz keine weitere biologische Aktivitat aufweist. Das griinfluoreszierende
Protein wurde in der Qualle Aequorea victoria als erstes von Shimomura et al. entdeckt
[47 — 50]. Dieses Protein wurde anschliel3end intensiv erforscht und weiterentwickelt.
Unter anderem wurde die griine Fluoreszenz verbessert oder die Farbe der Fluoreszenz
verandert [47, 48, 50].

In dieser Arbeit wurde eine Variante des GFP (EGFP: enhanced green fluorescent
protein), die eine verbesserte griine Fluoreszenz aufweist, als Kontrollprotein verwendet.
AulRerdem besitzt das hier verwendete Protein die im vorherigen Unterkapitel
beschriebenen Signalsequenzen zur Sekretion und GPI-Anker-Kopplung, sowie den
myc-Tag.

2.3.3 Uberblick uber die weiteren Proteine

TIMPL1 (Tissue inhibitor of metalloproteinases-1) ist ein Hemmstoff von verschiedenen
Proteinasen des Extrazellularraums, an der Regulation des Gleichgewichts des Auf- und
Abbaus der Extrazellularmatrix und der Aktivierung/Inaktivierung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren beteiligt [1, 38]. Alle Proteine der TIMP-Familie besitzen eine N- und

eine C-terminale Domane, die unterschiedliche Wirkmechanismen aufweisen [1].

TIMP-1
N-terminale Doméne EISHTINRISN, ., TIMP-1-GPI
Domane
EcoRI Xbal Salfl
VV-TIMP-1
N-terminale Domane C-terminale Doméne myc VV-TIMP-1-GPI
EcoRlI Xbal Sall
N-TIMP-1

N-terminale Doméne N-TIMP-1-GP!

EcoRl Xbal Sall

Abbildung 3 Schematische Darstellung der verwendeten Proteine

Diese Abbildung wurde aus der Arbeit von Nicole Rieth Ubernommen [1]. Sie zeigt eine schematische
Darstellung der Sequenz der verwendeten Proteine. Die Signalsequenz fur die Sekretion ist hier griin
dargestellt, die fir den GPI-Anker grau. Dunkelblau ist die N-terminale Doméne von TIMP1 und hellblau die
C-terminale Doméne von TIMP1 dargestellt. myc-Tag ist in Rot dargestellt.
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TIMP-1 mit

I V- -
TIMP-1 TIMP-1 MMP-Bindungskante

NTD

\»& ’*&\) I \,\i’zm/\
A A\,

N-TIMP-1
Restsequenzder — %
GPI-Anker
Signalsequenz (6 aa)

GPI-Anker

Abbildung 4 3-Dimensionale Darstellung der verwendeten Proteine

Diese Abbildung wurde ebenfalls aus der Arbeit von Nicole Rieth Ubernommen [1]. Sie zeigt eine 3-
dimensonale Darstellung von TIMP1 und der Varianten vww-TIMP1 und N-TIMP1, sowie TIMP1-myc-GPI.
Die N-terminale Domane ist wieder in dunkelblau dargestellt und die C-terminale Domé&ne in hellblau.

N-TIMP1 und vv-TIMP1 sind Varianten von TIMP1, die erstellt wurden, um die
unterschiedlichen Wirkweisen der beiden Domé&nen einzeln untersuchen zu kénnen [1].
Vv-TIMP1 besitzt eine Mutation am Beginn der N-terminalen Domane, so dass die
Strukturveranderung eine Wirkung der N-terminalen Domane verhindert [1]. Dadurch
lasst sich durch vv-TIMP1 die Wirkungsweise der C-terminalen Doméne genauer
erforschen. Bei N-TIMP1 fehlt die C-terminale Doméne [1]. Somit lasst sich mit diesem
Protein die Wirkweise der N-terminalen Doméne isoliert untersuchen. Eine
schematische Darstellung der Sequenz der verwendeten Proteine ist in Abbildung 3 und

eine 3-dimensionale Darstellung der Proteine in Abbildung 4 gezeigt.

2.3.4 Besonderheiten und Wirkung des GPI-Anker gekoppelten
TIMP1

2004 wurde in einer Arbeit von Djafarzadeh et al. erstmals das GPI verankerte TIMP-1
(TIMP1-GPI) und seine zum Teil verdnderten oder verstarkten Wirkungen dargestellt
[38]. Hier wurde gezeigt, dass TIMP1-GPI, nach Inkorporierung in die Zellmembran, die
Freisetzung von MMP-2 und MMP-9 in der Osteosarkomzellkultur hemmt und
verschiedene Metalloproteinasen an die Zelloberflache dieser Zellen gebunden wurden.

Zudem zeigte sich eine starkere Reduzierung der Endothelzellmigration durch
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TIMP1-GPI als durch das urspriungliche l6sliche TIMP-1. Im Gegensatz dazu zeigte sich
allerdings eine effektivere Induktion der mikrovaskularen Endothelzellproliferation bei
TIMP-1-GPI. Auch wurde gezeigt, dass die Fibroblastenproliferation durch TIMP1-GPI
starker reduziert wird. Somit zeigte sich, dass abhéngig vom Zelltyp entweder eine
Hemmung oder eine Steigerung der Zellproliferation durch TIMP1-GPI ausgeldst wird
[38].

In weiteren Arbeiten dieser Arbeitsgruppe wurde die Auswirkungen von TIMP1-GPI auf
die Wundheilung erforscht [34 —36]. Dermale Fibroblasten zeigten durch die
Behandlung mit TIMP1-GPI eine verminderte Freisetzung von MMP-2 und -9. Diese
beiden Metalloproteinasen konnten wiederum vermehrt an der Zelloberflache gebunden
dargestellt werden. Zudem zeigte sich eine Reduktion der Fibroblastenproliferation und
eine vermehrte Neigung zur Apoptose. Auch zeigte sich die Expression der mRNA, die
zur Translation von Proteinen, die mit einer Fibrose assoziiert werden, bendtigt wird,
verringert [35]. In einer weiteren Studie wurde das Verhalten von Mesothelzellen auf eine
Behandlung mit TIMP1-GPI untersucht. Hier zeigte sich unter anderem in einem in vitro
Versuch der Wundverschluss durch die Mesothelzellen bei vermehrter
Mesothelzellproliferation extrem beschleunigt [36]. Keratinozyten zeigten ebenfalls eine
vermehrte Proliferation unter TIMP1-GPI Behandlung [34]. In dieser Studie wurde
ebenfalls eine Beschleunigung der Wundheilung in einem in vitro auf Keratinozyten
basierten Experiment und einem in vivo Mausmodell unter TIMP1-GPI gezeigt [34].

In weiteren Studien wurde das Verhalten von verschiedenen Tumorzelllinien auf eine
Behandlung mit TIMP1-GPI untersucht [1, 37, 39 -—42]. Hier zeigte sich eine
Verminderung der Zellproliferation von  Nierenzellkarzinomzellen [1, 39],
Fibrosarkomzellen [42], Kolonkarzinomzellen [41] und Melanomzellen [40]. In der Arbeit
von Nicole Rieth wurde durch die Erstellung von TIMP1-GPI Varianten, die auch in dieser
Arbeit verwendet wurden, die Wirkweise der beiden TIMP1-Domanen untersucht. Durch
die N-terminale Domane wurde die Freisetzung der MMP und die Proliferation der
Nierenzellkarzinomzellen gehemmt. Die C-terminale Doméne vermittelte die Hemmung
der Migration der Fibrosarkomzellen.

Alle hier aufgefuhrten Auswirkungen von TIMP1-GPI konnten nur auf TIMP1-GPI aber

nicht auf das Igsliche urspringliche TIMP1 zurtickgefuhrt werden.
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3 Zielsetzung

In den letzten Jahren stieg die Anzahl an Studien zur Exosombiologie und deren
Wirkweise exponentiell an. Vor allem Exosomen von mesenchymalen Stammzellen
werden intensiv in Bezug auf Wundheilung erforscht, da die Therapie von chronischen
Wunden oder extensiver Narbenbildung immer noch ein Problem in der modernen
Medizin darstellt [7, 10, 33].
In der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Peter Nelson wurde in frilheren Arbeiten
herausgefunden, dass TIMP-1-GPI, ein Inhibitor von Metalloproteinasen, das
Zellwachstum von Tumorzellen hemmt und die Wundheilung beschleunigen kann [1,
34 - 37].
Ist es mdglich die Oberflache von Exosomen so zu modifizieren, dass auf dieser
spezifische Versionen von Proteinen mit Hilfe eines GPI-Ankers exprimiert werden und
dadurch eventuell die therapeutische Effektivitat einer auf Exsomen basierenden
Therapie gesteigert wird?
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob diese Proteine in Exosomen exprimiert werden und
man somit durch GPI-verankerte Proteine die Oberflache von Exosomen modifizieren
kann:
e Zuerst mussten Expressionsvektoren, die die Sequenzen der GPIl-verankerten
Proteine enthalten hergestellt werden.
e Danach musste eine stabile Expression dieser Proteine auf der Zelloberflache
der transformierten mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden.
e AnschlieBen mussten Exosomen aus dem Kulturiberstand dieser Zellen isoliert
werden.
e Zuletzt musste nachgewiesen werden, ob auf den isolierten Exosomen die

Proteine ebenfalls exprimiert werden.
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4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Reagenzien

FCS)

Name Hersteller Hauptsitz

Ammoniumsulfat Roth Karlsruhe

Aqua dest. B.Braun Melsungen

APS Pulver BioRad Hercules, California

Bacto Agar BD Bioscience Franklin Lakes, New
Jersey

o Franklin Lakes, New

Bacto Trypton BD Bioscience Jersey

Bacto Yeast Extract BD Bioscience Franklin Lakes, New
Jersey

Bromphenolblau Sigma Aldrich St. Louis, Missouri

Borsaure Roth Karlsruhe

leal_lumhydrogenphospha Roth Karlsruhe

t - Trihydrat

DPBS (= PBS) PAN Biotech Aidenbach

DMSO Merck Berlin

EDTA Roth Karlsruhe

Entwicklerlésung AGFA Mortsel, Belgien

Ethidiumbromidl6sung Roth Karlsruhe

FACS Clean BD Bioscience Franklin Lakes, New
Jersey

FACS Rinse BD Bioscience Franklin Lakes, New
Jersey

FACS Flow BD Bioscience Franklin Lakes, New
Jersey

FBS superior (entspricht Biochrom (Merck) Berlin

Fixierlésung

AGFA

Mortsel, Belgien

RPMI 1640, GlutaMAX Thermo Fisher Scientific Waltham, MA
Esé\fwlollr%?o, ohne Thermo Fisher Scientific Waltham, MA
Glycerin Roth Karlsruhe
Glycin Roth Karlsruhe
Isobutanol Roth Karlsruhe
Kaliumchlorid Merck Berlin
F?VI\'/[::SQ% ‘caiir)ogenphospha Merck Berlin
Magermilchpulver Roth Karlsruhe
Magnesiumchlorid Merck Berlin
Magnesiumsulfat Merck Berlin
M:gtr;iilggtsulfat- Merck Berlin
Methanol Merck Berlin
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NacCl Merck Berlin
Penicillin/Streptomycin Biochrom (Merck) Berlin
Rotiphorese Gel 30 Roth Karlsruhe
SDS Pulver Roth Karlsruhe
TEMED BioRad Hercules, California
Trinatriumcitrat - Dihydrat | Merck Berlin
Tris Roth Karlsruhe
Trypsin/EDTA PAN Biotech Aidenbach
tween20 Roth Karlsruhe
Ultrapure Agarose |nv_|trog¢n (Thermo Fisher Waltham, MA
Scientific)
Western lightning puls Perkin Elmer Waltham, MA
ECL
4.1.2 Enzyme
Name Hersteller Hauptsitz
EcoR V NEB Ipswich
Nco | NEB Ipswich
BgL Il Roche Basel
Phusion High Fidelity . S
Polymerase (# F-530L) Thermo Fisher Scientific Waltham, MA
4.1.3 Puffer
Name Hersteller Hauptsitz
3.1 Puffer NEB Ipswich
EB Puffer QIAGEN Hilden
NuPAGE LDS Sample invitrogen (Thermo Fisher
Buffer (4x) Scientific) Waltham, MA
NuPAGE Transfer Buffer invitrogen (Thermo Fisher
(20x) Scientific) Waltham, MA
Puffer M Roche Basel
TE Puffer, pH 8,0 QIAGEN Hilden
4.1.4 Kits
Name Hersteller Hauptsitz
%IJ{Aqwck@ Gel Extraction QIAGEN Hilden
Q'ublt dsDNA BR Assay In\/_ltrog_en (Thermo Fisher Waltham. MA
Kits Scientific)
MultiSite Gateway ® Pro . .
2.0 Kit for 2-fragment In\/_ltro_g_en (Thermo Fisher Waltham, MA
o Scientific)
recombination
:zi?UPREP Plasmid Mini Analytik Jena Jena
EndoFree Plasmid Maxi QIAGEN Hilden

Kit

ExoSpin (ECO1) fur
Zellkulturmedium/Speichel
/Urin

Cell Guidance Systems

Cambridge, GB
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Pierce BCA Protein Assay Ple_rce_ (_Thermo Fisher Waltham, MA
Scientific)

4.1.5 Antibiotika
Name Hersteller Hauptsitz
Kanamycin-Pulver Roche Basel
Ampicillin-Pulver Roche Basel
Chloramphenicol-Pulver Roche Basel
Geneticin/G418 Biochrom (Merck) Berlin

4.1.6 Antikorper

4.1.6.1 Priméare Antikorper
Name Hersteller Hauptsitz
migG1 Sigma Aldrich St. Louis, Missouri
Anti-TIMP1 Calbiochem (Merck) Berlin
Anti-myc vom Haus
CD63 AK Thermo Fisher Scientific Waltham, MA
B-Aktin AK Cell Signaling Technology | Cambridge, GB

4.1.6.2 Sekundare Antikorper

Name

Hersteller

Hauptsitz

Anti-m/HRP

Dako (Agilent
Technologies)

Santa Clara, California

Anti-mouse Ig R-PE(R439)

Dako (Agilent
Technologies)

Santa Clara, California

4.1.7 GrolRenstandards

Name Hersteller Hauptsitz
1kbDNA Ladder NEB Ipswich
. invitrogen (Thermo Fisher

Magic Marker Scientific) Waltham, MA
PageRulerprestained fermen'gas (Thermo Fisher Waltham, MA
Ladder Scientific)

4.1.8 Bakterien
Name Hersteller Hauptsitz
One Shot™ Mach1™ T1
Phage-Resistant invitrogen (Thermo Fisher Waltham, MA

Chemically Competent E.
coli

Scientific)

4.1.9 Zelllinie
Zelllinie Herkunft Kulturmedium
L87/4 (L87: humane
mesenchymale RPMI 1640, GlutaMAX +
vom Haus

Stammzellen aus
Knochenmark)

10% FCS +1 % P/S
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Die in dieser Arbeit verwendeten immortalisieren mesenchymalen Stammzellen der

Zelllinie L87 wurden von Thalmeier generiert (Thalmeier et. al. 1994). Diese Zellen

wurden von einem gesunden 70Jahre alten Mann durch eine Knochenmarksaspiration

gewonnen und mit dem SV40 Konstrukt immortalisiert [51].

4.1.10 Primer fur die PCR

Name Sequenz

PEF-GPI-FW- | GGGGACAACTTTGTATACAAAAGTTGTAGGTGTCGTGAGGAA
attB5 TTC

pEF-GPI-RV- GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTGTCGACTATAAT
attB2 ACATTCATATACA

4.1.11 Sonstiges PCR Zubehor

Name Hersteller Hauptsitz

dNTPs Fermentas (Thermo Fisher Waltham, MA
Scientific)

4.1.12 Plasmide und Vektoren

Name Herkunft Hauptsitz

pEF-TIMP1-myc-GPI vom Haus

pEF-w-TIMP-1-myc-GPI vom Haus

pPEF-N-TIMP-1mycGPI vom Haus

pPEF-sEGFP-myc-GPI vom Haus

pDONR 221-P5-P2 QIAGEN Hilden

pPENTR221-CMV/TO.Pro vom Haus

pSBDEST.N vom Haus

pCMV(CAT)T7-SB100X

Addgene Plasmid #34879,
Geschenk von Zsuzsanna
Izsvak

Cambridge, MA

4.1.13 Gerate

4.1.13.1 Zentrifugen

Ultrazentrifuge

Beckman Coulter

Name Hersteller Hauptsitz
Biofuge pico Heraeus Hanau
Megafuge 1.0R Heraeus Hanau
Centrifuge 5402 Eppendorf Hamburg
Centrifuge 5417R Eppendorf Hamburg
Rotana 460R Hettich Zentrifugen Tuttlingen
Optima L-70

Brea, Kalifornien
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4.1.13.2 Power Supply

Name Hersteller Hauptsitz

Power Pac 300 BioRad Hercules, California

Power Supply 3000Xi BioRad Hercules, California
4.1.13.3 Inkubatoren

Name Hersteller Hauptsitz

Brutschrank Heraeus Hanau

Brutschrank Memmert Schwabach

Schittelinkubator .

(Bakterien) Infors HT Bottmingen
4.1.13.4 Weitere Gerate

Name Hersteller Hauptsitz

Mastercycler pro S Eppendorf Hamburg

Qubit Fluorometer |nv_|troggn (Thermo Fisher Waltham, MA

Scientific)
Thermomix comfort flr Eppendorf Hamburg

1,5ml Eppendorfgefalie

SterilGARD Hood Class Il
Type A/B3

the Baker Company

Sanford, Maine

Gene Pulser/ Capacitance
Extender

BioRad

Hercules, California

FACS Calibur

BD Bioscience

Franklin Lakes, New
Jersey

Vortex-genie 2

Scientific Industries

Bohemia, New York

Sterilwerkbank

the Baker Company

Sanford, Maine

Roller RM 5

Assistent®
(Glaswarenfabrik Karl
Hecht)

Sondheim/Rhon

Rontgenfilmentwickler
Curix 60

AGFA

Mortsel, Belgien

Horizontalschiittler KS501
digital

IKA Labortechnik

Staufen

Mikroskop Leica DMIL
(Fluoreszenz)

Leica Microsystems

Wetzlar

Waage PJ 300 Mettler Toledo Columbus, Ohio
Waage PJ 3000 Mettler Toledo Columbus, Ohio
ELISA Reader GENios Tecan Mannedorf
Plus

4.1.13.5 Zubehor
Name Hersteller Hauptsitz

Ultrazentrifugenrotor 45 Ti

Beckman Coulter

Brea, Kalifornien, USA

Mighty Small i

Hoefer (Harvard
Bioscience)

Holliston, MA

Noves Mini-Cell

invitrogen (Thermo Fisher
Scientific)

Waltham, MA USA

Xcell 1l Blot Module

invitrogen (Thermo Fisher
Scientific)

Waltham, MA USA

Gelelektrophoresekammer

MBT Mikro Bio Tec Brand

GielRen
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Filmkassette Quanta lll

DuPont (Thermo Fisher

Waltham, MA USA

verschiedene GrofRRen

Scientific)
Neubauer-Zahlkammer Braun Melsungen
4.1.14 Verbrauchsmaterialien
Name Hersteller Hauptsitz
Zellkulturrohrchen _ PP Trasadingen
verschiedener Volumina
Reaktionsgefalie Eppendort Hamburg

Inoculation loops

NUNC (Sigma Aldrich)

St. Louis, Missouri

Einmalspatel steril

VWR

Radnor, Pennsylvania

Zellkulturplatten

verschiedene GrofRen

verschiedener GroRen TPP Trasadingen
Zellkulturschalen _

verschieder GréRen TPP Trasadingen
Zellkulturflaschen PP Trasadingen

Polypropylenréhrchen

Greiner bio-one

Kremsmiunster,
Oberosterreich

Electroporation Cuvettes
4mm

peglab (VWR)

Radnor, Pennsylvania

Polycarbonate
Ultrazentrifugenréhrchen

Beckman Coulter

Brea, California

Greiner 96well plates flat
bottom transparent

Greiner bio-one

Kremsmunster,
Oberosterreich

Whatmanpapier

Whatman (GE Healthcare)

Little Chalfont, GB

Immobilon P Membran

(PVDF) Millipore (Merck) Berlin
4.1.15 Software
Name Hersteller Hauptsitz
CellQuest BD Biosciences Franklin Lakes, New
Jersey
XFluor 4 Tecan Mannedorf
Microsoft Office 2016 Microsoft Redmond, Washington

Citavi

Swiss Academic Software

Wadenswil

4.1.16 Rezepte der im Labor hergestellten Reagenzien

4.1.16.1 Reagenzien fur die Zellkultur

Name

Rezeptur

PBS-EDTA (1,5 mM)

1,5ml 0,5 M EDTA
auf 500 ml PBS

4.1.16.2 Reagenzien fur die Mikrobiologie

Name Rezeptur
1 % Trypton
1 % NaCl
LB Medium 0,5 % Hefeextrakt

Auf 1 Liter mit H.O auffillen
Mit 1 M NaOH auf pH 7,2-7,3 einstellen
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autoklavieren

LB Medium (fest)

2x LB Medium ansetzen + Agar 3 %

SOC Medium

0,5 % Hefeextrakt
2 % Bactotrypton
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCI

10 mM MgSOa4
20 mM Glukose
Steril filtrieren

Einfriermedium fur Bakterien (10x)

132,3 mM KH2PO4 (wasserfrei)
21 mM Natriumzitrat x 2 H.O
3,7 MM MgSO4 x 7 H.O

68,1 mM (NH4)2SO,

459,3 mM K;HPO4 x 3 H,O
35,5 % Glycerin

In H,O autoklavieren

4.1.16.3 Reagenzien fur die Molekularbiologie
Name Rezeptur
90 mM Tris
2 mM Borsaure
TBE H,0

Mit 0,5 M EDTA auf pH 8,0 einstellen

Ladepuffer fur Agarosegele (6x)

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylen-Cyanol FF
30 % Glycerin

H20

1,5 M NacCl
TBS (10x) 100 mM Tris

Mit HClaufpH 7,3-7,5
TBST 0,05 % Tween® in TBS

Blockierlosung (Western Blot)

5 % Magermilchpulver in TBST

RIPA Puffer

50 mM Tris/HCL pH 7,4

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % Triton X100

1 % Natriumorthovanadat

0,1 % SDS

1 mM CoCI2

Proteaseninhibitor (81 Tabletten/50 ml
Roche complete # 04693116001)
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellbiologische Methoden

4.2.1.1 Zellkultur der immortalisierten mesenchymalen Stammzellen (imMSC)
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen mit sterilen Geraten und Medien an
einer Sterilwerkbank ausgefihrt. Die Zellen wurden alle bei 37 °C und 5 % CO, im
Brutschrank bebriitet. Alle Medien und Zusatze wurden vor der Verwendung im
Wasserbad auf 37 °C erwéarmt.

4.2.1.2 Kultivierung der imMSC

Alle mesenchymalen Stammzelllinien wurden in RPMI 1640 Medium mit 10 % FCS und
1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert.

Die Zellen wurden taglich unter dem Mikroskop beurteilt. Gleichzeitig wurde dabei
gepruft, ob eine Kontamination mit Pilzen oder Bakterien vorlag. Ungefahr alle drei Tage
wurden die Zellen im Verhaltnis von 1 zu 6 auf Zellkulturflaschen mit einer Flache von
75 cm?vereinzelt, um ein Uberwachsen zu verhindern. Dabei wurde zuerst das Medium
vorsichtig abgesaugt und danach die Zellen mit einer Phosphat-gepufferten Salzlésung
(PBS) lberspilt, um die Mediumriickstande in der Flasche zu verringern. Zum Abldsen
wurde entweder 2,5 ml Trypsin/EDTA oder PBS/EDTA verwendet. Zum Beschleunigen
des Ablosevorgangs wurde die Flasche leicht beklopft. Durch Zugabe von 6-7 mi
Medium wurde die Aktivitat der Ablosesubstanz gestoppt.

AnschlieBend wurde die Zellsuspension in Zentrifugenrohrchen bei 200 g fur drei
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt. Das Pellet wurde mit 3 ml
Medium durch schonendes auf- und abpipettieren wieder zuriick in Suspension
gebracht. Davon wurden je auf eine neue 75 cm? Flasche 0,5 ml dieser Zellsuspension
gegeben und mit 19,5 ml Medium gleichmafiig in der Flasche verteilt. Diese Flaschen
wurden danach in den Brutschrank zurtickgestellt.

Zur Selektion der transformierten Zelllinien wurde das Antibiotikum G418 in einer

Konzentration von 500 pg/ml verwendet.

4.2.1.3 Einfrieren der imMSC

Zum Einfrieren wurde ein Teil, der resuspendierten Zellen, zu gleichen Teilen mit einem
Gemisch aus 60 % FCS, 20 % DMSO (Dimethylsulfoxid) und 20 % Kulturmedium
vermischt und in das Einfrierréhrchen gegeben, sodass die Endkonzentration des DMSO
10 % betrug. Zunachst wurden die Zellen bei -80 °C eingefroren. Zur lAngeren Lagerung

wurden sie in der Dampfphase von flissigem Stickstoff bei -160 °C eingefroren.
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4.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzahlbestimmung wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Zum Zahlen der
lebendigen Zellen wurde die Zellsuspension zu gleichen Teilen mit Trypanblau gemischt,
um die toten Zellen von den lebenden unterscheiden zu kdnnen. Beim Zahlen der Zellen
fur ein Gesamtzelllysat wurden die toten Zellen mit einbezogen.

Die Zellen wurden maanderformig in 4 Quadranten gezahlt. Die Zellzahl wurde auf
folgende Weise berechnet:

[(gezahlte Zellen) x 2500/1 000 000] x Volumen der Zellsuspension = Zellzahl x
1 Millionen

4.2.2 Klonierung

4.2.2.1 Bakterienkultur

Die transformierten Eschericha coli Kulturen wurden entweder auf Agarplatten oder in
Flissig-LB-Medium bei 37 °C kultiviert. Fur die Selektionierung wurde das jeweilige
Selektionsantibiotikum hinzugegeben. Als Selektionsantibiotika fur die transformierten
Bakterien dienten Kanamycin, Ampicillin und Chloramphenicol. Kanamycin wurde bei
Bakterien, die mit einem Entry Vektor transformiert wurden, Ampicillin bei Bakterien, die
mit einem Expressionsvektor transformiert wurden, und Chloramphenicol bei Bakterien,
die mit dem ,Sleeping Beauty“ Plasmid transformiert wurden, verwendet.

Um identische Klone zu gewinnen, wurden von den Agarplatten Einzelkolonien
selektiert, die jeweils in einem Reagenzglaschen mit 1,5 ml LB Medium und auf einer
Back-up-Agarplatte angeimpft wurden. Anschliel3end wurden sie wieder bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert.

Zum Einfrieren der Bakterien wurden 900 pl der Bakteriensuspension (in LB-Medium)
mit 100 pl des zehnfachkonzentrieren glyerinhaltigen Einfriermediums vermischt und bei
-80 °C aufbewahrt.

4.2.2.2 Transformation von kompetenten Escherichia coli (Machl)

Die eingefrorenen Bakterien wurden auf Eis aufgetaut, um Stress fiir die Bakterien zu
vermeiden. AnschlieRend wurden zu den Bakterien 11 ul der jeweiligen DNA Proben der
BP-Rekombinationsreaktion oder LR-Rekombinationsreaktion zu den Bakterien
hinzugefigt. Diese wurden fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Danach wurde ein
Hitzeschock mit 42 °C fur 45 s durchgefuhrt und im Anschluss sofort wieder im Eis
gekihlt. Zu den Bakterien wurde dann 250 ul S.0O.C. Medium hinzugefugt und bei 37 °C
auf einem Thermoschiittler mit 500 rpm fir eine weitere Stunde inkubiert. Die so
transformierten E. coli wurden dann auf einer Agarplatte, die mit dem jeweiligen
Selektionsantibiotikum versehen war, ausplattiert und im Brutschrank bei 37 °C Uber
Nacht inkubiert.
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4.2.2.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Fur die Durchfihrung einer Polymerase-Ketten-Reaktion wurde der Mastermix neunmal
hergestellt. Dafir wurden fir 500 ng Template (Doppelstrang-DNA, welche die
gewtinschte DNA-Sequenz enthalt, die man amplifizieren méchte) 45 pl des 5 x High
Fidelity Puffers, 36 ul dNTP, je 9 ul des Forward- und des Reverseprimers — hier in einer
1:10 Verdiinnung — und 2,2 5ul der Phusion High Fidelity Polymerase hinzugefugt.
Dieser Mix wurde dann mit destilliertem Wasser auf insgesamt 225 pl aufgefullt und
danach auf 8 PCR-GefalRe mit je 25 pl aufgeteilt.

AnschlieBend wurde am PCR-Gerat (Mastercycler pro S) das folgende Programm

eingestellt.

Tabelle 1 PCR-Programm

Temperatur | Dauer | Funktion Haufigkeit
98 °C 5 min | Denaturierung (Beginn) 1x
98 °C 30 s | Denaturierung (je Zyklus)
55°C 30 s | Annealing 30 x
72 °C 35s | Elongation
R .| Elongation (nach dem letzten der
72 °C 10 min 30 Zsklen) ( 1x

Es wurden 30 Zyklen eingestellt. Fir die Denaturierung der DNA-Doppelstrange zu
Einzelstrangen wurde eine Temperatur von 98 °C gewahlt. Diese wurde zu Beginn auf
eine Dauer von 5 min 30 s festgelegt. Bei jedem weiteren Zyklus betrug die Dauer 30 s.
Fur das Annealing — die Anlagerung der Primer an den DNA-Einzelstrang — betrug die
Temperatur 55 °C, die fur die Primer spezifisch ausgewahlt wurde. Diese Phase dauerte
30 s. Fir die DNA-Synthese wurde eine Temperatur von 72 °C gewahlt. Diese Phase
dauerte pro Zyklus 35 s.

Nach dem letzten Zyklus wurde diese Temperatur noch fir 10 min beibehalten, bevor

die Amplifizierung der DNA-Sequenz beendet wurde.

4.2.2.4 Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA wurden Agarosegele verwendet.
Um eine aussagekraftige Auftrennung der DNA nach ihrer Gré3e zu erhalten, wurden
die 2 %igen Agarosegele fur DNA bis zu einer Grol3e von 800 Basenpaaren (bp)
verwendet und die 0,6 %igen Agarosegele fir DNA, die Uber einer Kilobase (kb) grof3
waren. FUr eine bessere Auftrennung von DNA zwischen 800 bp und 1 kb wurden zum
Teil 1 %ige Agarosegele angefertigt.

Die Gele wurden in einer Mikrowelle verflissigt und auf einen Gelschlitten gegossen und

mit einem Kunststoffkamm wurden Taschen zur Beladung des Gels geschaffen. Nach
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dem sich das Gel verfestigt hatte, wurde der Schlitten mit dem Gel in der
Elektrophoresekammer befestigt und mit Elektrophoresepuffer Gbergossen. Um die
GrofRe der DNA zu bestimmen, wurde eine Referenz-DNA-Leiter auf die erste Spur
aufgetragen. Dafir wurden 10 pl der Referenzsubstanz mit 2 ul Ladepuffer in die erste
Geltasche eingefullt. Um die DNA auf dem Gel sichtbar werden zu lassen wurden pro
5 pl DNA 1 pl Ladepuffer, der Ethidiumbromid enthélt, hinzugefugt.

Zur Auftrennung wurde eine Spannung von 160 V bis zur optimalen Auftrennung der
DNA an die Kammer angelegt.

Wurde die Gelelektrophorese zur Aufreinigung der nach einer PCR erhaltenen DNA
verwendet, wurde die Bande, die auf der gewiunschten HOhe zu liegen kam, unter
schwachen UV-Licht identifiziert und mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die
ausgeschnittene Bande wurde auf Reaktionsgefal3e verteilt. Anschliel3end wurde unter
starkeren UV-Licht das Restgel auf einem Foto festgehalten.

Wurde die Gelelektrophorese im Anschluss eines Testverdaus, der zur Kontrolle der
generierten Plasmid-DNA diente, durchgefihrt, wurde das Gel unter starkem UV-Licht

fotografiert und anschliel3end beurteilt.

4.2.2.5 Gelextraktion

Um die in den Elektrophoresegelen enthaltene DNA zu extrahieren, wurde das
QIAquick® Gel Extraktions Kit von Qiagen verwendet.

Die Gelextraktion wurde nach dem im Kit enthaltenen Protokoll durchgefuhrt.

4.2.2.6 Konzentrationsmessung DNA

Die Konzentration der DNA wurde mit dem Quibit dSDNA BR Assay Kit gemessen.
Hierfir wurde zuerst die Farbstofflosung hergestellt, die zu jeder Probe hinzugefugt
werden muss. Das beiliegende BR Reagent musste mit dem beiliegenden BR Puffer
1:200 verdinnt werden. Es wurden immer zuerst zur Kalibrierung des Gerats zwei
mitgelieferte Standards vermessen. Hierfir wurden zu 10 pl Standardiésung 190 pl
Farbstofflésung hinzugegeben und fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bei
den Proben wurde, um das Probenmaterial zu sparen, zu 1 pul Probe 199 pl
Farbstofflésung hinzugefiigt und auch fur zwei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Kalibrierung mit den zwei Standards wurden die Proben gemessen. Um die
Konzentration der Ausgangsprobe zu erhalten, musste anschlieBend noch die
Verdunnung der Probe, die durch die Zugabe der Farbstoffloésung entstanden ist, mit

einberechnet werden. Die Verdiinnung der Probe entspricht einem Verhéltnis von 1:200.
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4.2.2.7 lsolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Hierfur wurde fir 1,5 ml Flussigbakterienkulturen das innuPREP Plasmid Mini Kit von
Analytik Jena und fiir 50 ml Flissigbakterienkulturen das EndoFree Plasmid Maxi Kit von
QIAGEN verwendet.

Das LB-Medium fir die Flussigbakterienkulturen wurde am Vortag mit dem bendtigten
transformierten E. coli angeimpft und nach Zugabe des jeweiligen
Selektionsantibiotikums tUber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator bebrutet.

Die Durchfuihrung erfolgte nach den in den jeweiligen Kits enthaltenen Protokollen. Beim
Kit innuPREP Plasmid Mini Kit von Analytik Jena wurde allerdings anstatt des im Kit
enthaltenen ,Elution Buffer P“ 50 pl des TE Puffers aus dem EndoFree Plasmid Maxi Kit
von QIAGEN zum eluieren der im Saulchen gebunden DNA verwendet.

Fir die Durchfihrung aller Zentrifugationsschritte des innuPREP Plasmid Mini Kits
wurde die Zentrifuge Biofuge pico von Heraeus mit einer Maximalgeschwindigkeit von
13000 rpm verwendet.

Fur alle Zentrifugationsschritte beim EndoFree Plasmid Maxi Kit wurde die Zentrifuge
Megafuge 1.0R von Heraeus verwendet.

Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde bei 4 °C fir die Kurzzeitlagerung oder bei -20 °C

fur die Langzeitlagerung aufbewahrt.

4.2.2.8 Uberpriifung der generierten Plasmide

Alle Plasmide wurden nach jedem Klonierungsschritt vor der Weiterverwendung auf ihre
Korrektheit Uberprift. Hierfur wurden zwei Methoden nacheinander angewandt. Zuerst
wurde ein Testverdau mit Restriktionsenzymen durchgefihrt. Dieser wurde
anschliel3end durch eine Gelelektrophorese aufgetrennt und eine der Praparationen mit
den richtigen BandengroRen wurde zur Sequenzierung verschickt, um auch kleine DNA-

Verédnderungen zu detektieren.

4.2.2.8.1 Testverdau

Hierfir wurden geeignete Restriktionsenzyme ausgewahlt. Es wurden pro 1 ug DNA
eine Einheit Enzym zugegeben. Au3erdem wurde der vom Hersteller empfohlene Puffer
zugegeben. Zudem wurde darauf geachtet, dass die Gesamtmenge der Enzyme 10 %
des Ansatzes nicht Gberschritten, um unspezifischen DNA-Verdau zu vermeiden. Dieser
Ansatz wurde fur eine Stunde auf dem Thermoschdittler bei 37 °C und 500 rpm inkubiert

und anschlieRend wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt.

4.2.2.8.2 Sequenzierung
Alle Sequenzierungen wurden von der Firma GATC Biotech ibernommen. Diese fiihrte

Sequenzierungen nach Sanger durch.
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4.2.29 Gateway Cloning

Fur die Klonierung der Plasmide wurde das Klonierungssystem Gateway der Firma
Invitrogen verwendet. Dies unterteilt sich in eine BP-Rekombinationsreaktion, in der die
Entry Klone hergestellt werden, und in eine LR-Rekombinationsreaktion, in der die
fertigen Expressionsklone hergestellt werden. Dieses Klonierungssystem basiert auf der
Rekombinationsreaktion des Bakteriophagen Lambda, mit dem die Genomsequenzen
mit der gewtuinschten Orientierung in die Expressionsplasmide integriert werden kdnnen
[52 — 54].

4.2.2.9.1 BP-Rekombinationsreaktion

Bevor die BP-Rekombinationsreaktion gestartet werden konnte, wurde durch eine PCR,
mit geeigneten Primern, die Konstrukt-DNA vervielfaltigt und mit den fur die BP-Re-
kombinationsreaktion bendtigten attB Enden versehen.

AnschlieBend wurde die BP-Reaktion, wie im MultiSite Gateway® Pro Handbuch
beschrieben, durchgefiihrt. Die BP-Reaktion wurde tber Nacht bei Raumtemperatur
inkubiert und am nachsten Tag durch die Zugabe der im Kit enthaltenen Proteinase K
und anschlieRender Inkubation bei 37 °C fir 10 min beendet.

Es wurde der Donor-Vektor pDONOR 221-P5-P2 der Firma Invitrogen und die
Konstrukte, welche schon im Labor vorhanden waren, verwendet.

AnschlieBend wurde das entstandene Plasmid in kompetente E. coli (Machl) tberfiihrt,
die fur diese Zwecke im Labor hergestellt wurden [53, 54]. Als anschlieRendes

Selektionsantibiotikum diente Kanamycin.

4.2.2.9.2 LR-Rekombinationsreaktion fir 2 DNA-Fragmente

Zur Herstellung der Expressionsvektoren wurden ein von Carsten Jackel modifizierter
Destination Vektor pSBDEST.N [53, 54] und zwei Entry Klone, ein Promoter und das
jeweilige Konstrukt, verwendet. Als Promotor wurde ein CMV/TO-Promotor verwendet
[53, 54].

Die LR-Rekombinationsreaktion wurde, wie im MultiSite Gateway® Pro Handbuch
beschrieben, durchgefiihrt. Das LR-Reaktionsgemisch wurde (ber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Rekombinationsreaktion durch
die Zugabe der im Kit enthaltenen Proteinase K und anschlieender Inkubation bei 37 °C
fir 10 min beendet.

Die so generierten Expressionsvektoren wurden dann in kompetente E. coli (Machl) zur

Vervielfaltigung Gberfihrt. Zur Selektion wurde das Antibiotikum Ampicillin verwendet.

4.2.2.10 Transfektion der imMSC mit Hilfe von ,,Sleeping Beauty“ Transposase
Alle imMSC wurden durch Elektroporation mit dem Wunschplasmid transfiziert. Um eine

hohere Effizienz zu erlangen, wurde die Transposase ,Sleeping Beauty® (SB100)
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verwendet. Diese integrierte das Wunschfragment zwischen den Erkennungssequenzen
(ITR) in die Zielzellen-DNA [53, 54].

Die imMSC wurden am Vortag gesplittet, so dass sie am Folgetag wieder 80-90 %
konfluent in einer 75 cm? Flasche gewachsen waren. Diese Zellen wurden mit Trypsin-
EDTA abgeltst, zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 400 ul PBS
resuspendiert und in eine Elektroporationskuvette tberfiuhrt. Zu den Zellen wurden 30 pg
des Wunschplasmids und 90 pl SB100 Plasmid zu den Zellen gegeben und fur 10 min
auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde die Elektroporation bei 960 pF und 200V
durchgefuhrt und die Zellen erneut fir 10 min auf Eis inkubiert. Diese nun transformierten
imMSC wurden danach wieder in eine neue 25 cm? Flasche uUberfiihrt, mit ihrem
bendtigten Zellkulturmedium versehen und zurtick in den Brutschrank gestellt. Nach 24 h
wurde der erste Mediumwechsel mit einem Zusatz des Antibiotikums G418 in einer
Konzentration von 500 ug/ml durchgefiihrt. Die transfizierten Zellen wurden

anschlieffend nur noch im Selektionsmedium kultiviert.
4.2.3 Durchflusszytometrie

4.2.3.1 Expressionskontrolle der GPl-verankerten Proteine

Zur Kontrolle der stabilen Expression der GPIl-verankerten TIMP-1 Varianten und auch
des GPIl-verankerten EGFP wurden mehrere Durchflusszytometrie-Messungen
durchgefihrt.

Die zu messenden Zellen wurden mit PBS-EDTA abgeldst, zentrifugiert und in PBS
resuspendiert, sodass eine Konzentration von ca. 1 Millionen Zellen pro 100 pl erreicht
wurde.

Als Kontrollen wurden die Zellen ungefarbt und eine Probe mit einem Antikérperisotyp
mitgefuhrt, um unspezifische Bindungen oder Eigenfluoreszenz zu detektieren
beziehungsweise auszuschlielRen.

Die Zellinie L87-CMV/TO-EGFP-myc-GPI enthdlt durch das integrierte
grunfluoreszierende Protein einen Storfaktor bei der Antikérperfarbung. Als ungefarbte
Anndherung wurde zusatzlich eine mit TIMPL1 transfizierte L87 Zelllinie mitgefuhrt.

Bei der ersten Expressionskontrolle wurden, um herauszufinden, ob der Antikdrper
gegen TIMP1 direkt und der Antikdrper gegen die myc-Sequenz, vergleichbar sind,
Farbungen mit Anti-TIMP1 und Anti-myc als Priméarantikorper durchgefiihrt. Bei allen
anderen Kontrollen wurden nur noch Farbungen mit Anti-myc als Priméarantikdrper
durchgefuhrt. Als Sekundérantikdrper wurde immer ein Anti-Maus-Immunoglobulin-PE
Antikdrper verwendet.

Zu den Proben wurden bei der ersten Farbung eine Menge von Antikérpern (pro Probe
je ein Antikorper - Anti-mlgG1 als Isotyp, Anti-TIMP1 oder Anti-myc) hinzugefiigt, um zu

einer Endkonzentration von 10 pg Antikérper/ml zu gelangen. Die Antikdrper wurden mit

26



4 Material und Methoden

den Zellen vermischt und fur eine Stunde auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die
Zellen zweimal mit 4 °C kalten PBS gewaschen. Die ungefarbten Zellen wurden einmalig
mit kilhlem PBS gewaschen. Danach wurde der mit dem Fluoreszenzfarbstoff R-
Phycoerythrin (R-PE) konjungierte Sekundarantikérper, aus Hasen gewonnen gegen
Maus-Immunglobuline, (Anti-mlg-R-PE) ebenfalls in der Menge hinzugefiigt, um zu einer
Endkonzentration von 10 pg Antikdrper/ml zu gelangen, und dieser mit den Zellen
vermischt. Es folgte ebenfalls eine Inkubation auf Eis fur 30 min. Vor der Messung am
Durchflusszytometer wurden die Zellen noch zweimal mit 4 °C kalten PBS gewaschen.
Zur Detektion der mit dem Farbstoff R-PE markierten Zellen wurde der
Laserdetektorkanal FL2 verwendet. Zur Detektion der griinen Fluoreszenz der Zellen mit

der EGFP-Expression wurde der Laserdetektorkanal FL1 verwendet.

4.2.3.2 Fluoreszenz abhéangige Zellsortierung
Die Fluoreszenz abhéangige Zellsortierung der Zelllinie L87-CMV/TO-EGFP-myc-GPI
wurde freundlicherweise von Josef Mysliwietz im Labor der Arbeitsgruppe von Prof.

Elfriede N6RRner durchgefihrt.
4.2.4 Exosomen

4.2.4.1 Exosomenisolation
Die Exosomen wurden durch Ultrazentrifugation nach dem Protokoll von Thery et al. [13]

und mit Hilfe des Kits ExoSpin von cell guidance systems isoliert.

4.2.4.1.1 Exosomenisolation durch Ultrazentrifugation

Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt. AuRerdem wurden von jedem
Uberstand 500 pl fiir eventuelle spatere Kontrollschritte aufgehoben.

Die Zellen wurden zwei Tage vor der geplanten Exosomenisolation auf 300 cm?
Zellkulturflaschen verteilt, sodass sie am Folgetag 70-80 % konfluent gewachsen waren.
An diesem Vortag wurde ein Mediumwechsel zu 50 ml von einem FCS freien RPMI
Medium durchgefihrt, um eine Kontamination von Exosomen aus dem FCS zu
vermeiden, wie im Protokoll empfohlen.

Am Versuchstag wurde das Medium in 50 ml Zentrifugenréhrchen umgefillt und bei
300 x g fur 10 min in der Zentrifuge Rotana 460R (Hettich Zentrifugen) zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abpipettiert, in ein neues Zentrifugenrohrchen gegeben und mit
2000 x g fir 20 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand erneut abpipettiert
und auf Ultrazentrifugenréhrchen verteilt. Die gegentberliegenden Ultrazentrifugen-
réhrchen wurden immer mit Hilfe einer Waage austariert und zur Orientierung markiert.
Die Ultrazentrifuge Optima L-70 (Beckman Coulter) wurde mit dem Rotor 45 Ti betrieben.

Die erste Zentrifugation an der Ultrazentrifuge wurde mit 10.000 x g fur 30 min
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durchgefuhrt. Diese ersten Zentrifugationsschritte dienten zum Reinigen des Uberstands
mit den Exosomen von Zellschrott.

Der erneut gewonnene Uberstand wurde abpipettiert und auf neue Zentrifugenrohrchen
verteilt. Danach erfolgte eine weitere Zentrifugation mit 100.000 x g fuir 70 min. Ab hier
befanden sich die Exosomen im Pellet und der Uberstand wurde jeweils verworfen. Das
nicht sichtbare Pellet wurde mit 10 ml PBS aufgenommen und alle Exosomenpellets
einer Zelllinie wurden in ein Ultrazentrifugenrohrchen dberfihrt und dieses mit PBS
aufgefullt. Dies diente als Waschschritt. AnschlieRend wurde erneut mit 100.000 x g fir
70 min zentrifugiert. Dieses Pellet wurde in 200 pl aufgenommen und fur kurze Zeit bei

4 °C gelagert und fiir die Langzeitlagerung zu 20 pl Aliquots bei -20 °C eingefroren.

4.2.4.1.2 Exosomenisolation mit dem Kit ExoSpin
Die Exosomenisolation wurde nach Herstellerprotokoll der Firma Cell Guidance Systems

durchgefinhrt.

4.2.4.2 Gesamtzelllysat

Von je einer 300 cm? Zellkulturflasche einer Zelllinie wurde fur die spatere Analyse ein
Gesamtzelllysat angefertigt. Dafiir wurden die Zellen mit PBS-EDTA abgel6st und
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in der Neubauer-
zahlkammer gezahlt. Zu den Zellen wurde eine angemessene Menge Lyse Puffer (RIPA-
Puffer) hinzugefiigt und durch auf und ab pipettieren vermischt. AnschlieBend wurde
diese zahflissige Masse in ein 1,5 ml Reaktionsgefal uberfuhrt und fir 1 h auf Eis
inkubiert. Danach wurde die Masse flr 20 min bei 4 °C und 16000 rpm in der Zentrifuge
Centrifuge 5402 von Eppendorf zentrifugiert. Der Uberstand wurde zu je 50 pl bei -20 °C

eingefroren.

4.2.4.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Hierfur wurde das Kit Pierece BCA Protein Assay, wie im Protokoll von Thery et al. 2006
empfohlen [13], verwendet. Dieses Kit besteht aus zwei Komponenten, die erst kurz vor
Gebrauch vermischt wurden. Vom BCA Standard und von den Proben wurden
Verdunnungsreihen erstellt und je 25 ul in ein Well der 96-well Platte gegeben.
AnschlieBend wurden 200 pl des Reagenzgemischs hinzugegeben und beides
vermischt. Nach einer 30-mindtigen Inkubation wurde die Absorption bei 570 nm im
ELISA Reader GENios Plus (Tecan) gemessen und anhand einer Eichkurve, die Uber

die Standardverdinnungsreihe ermittelt wurde, die Konzentration der Proben berechnet.

4.2.5 Western Blot

Der Western Blot diente zur Analyse der isolierten Exosomen und der angefertigten

Gesamtzelllysate.
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4.2.5.1 Vorbereitung und Giel3en der Gele

Zuerst wurde die Kammer zum GiefRen der Gele zusammengebaut und in den
GelgieRRstand fixiert. Als Trenngel wurde ein 12 %iges Gel verwendet. Hierfir wurden
3,3 ml destilliertes Wasser, 4 ml eines 30 %igen Acrylamidmixes, 2,5 ml Tris Puffer
(1,5 M; pH 8,8), 100 ul 10 %iges SDS, 100 pl 10 %iges APS und 10 ul TEMED benétigt.
Die zur Polymerisation bendtigten Reagenzien APS (Polymerisationsinitiator) und
TEMED (Polymerisationskatalysator) wurden immer erst kurz vor dem Giel3en
hinzugefigt.

Tabelle 2 Trenngelzusammensetzung

12 %iges Trenngel:

H,O dest. 3,3ml
30 % Acrylamidmix 4 ml
Tris Puffer (1,5 M, pH 8,8) 2,5ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl

Nachdem das Trenngel bis zur Markierung in die GielRkammer geflllt war, wurde es mit
Isobutanol (mit Wasser ausgeschdttelt) Uberschichtet, um eine glatte blasenfreie
Oberflache zu bekommen. Anschlieend wurde das 5 %ige Sammelgel vorbereitet.
Hierfir wurden 3,4 ml destilliertes Wasser, 0,83 ml eines 30 %igen Acrylamidmix,
0,63 ml Tris Puffer (1 M, pH 6,8), 50 ul 10 %iges SDS, 50 ul 10 %iges APS und 5 pl
TEMED bendtigt.

Tabelle 3 Sammelgelzusammensetzung

5 %iges Sammelgel:

H>O dest. 3,4 ml
30 % Acrylamidmix 0,83 ml
Tris Puffer (1 M, pH 6,8) 0,63 ml
10 % SDS 50 ul
10 % APS 50 ul
TEMED 5 pl

Nach dem Festwerden des Trenngels wurde das Isobutanol abgegossen und das zuvor
vorbereitete Sammelgel in die Kammer gefillt, der Kamm zum Formen der Geltaschen

hinzugeflgt und fir weitere 30 min zum Festwerden stehen gelassen.

4.2.5.2 Gelelektrophorese

Zu den Proben wurde im Verhaltnis 3:1 ein nicht reduzierender 4 x Ladepfuffer (ohne

Mercaptoethanol) [NUPAGE LDS Sample Buffer (4 x), Invitrogen] hinzugefugt und alles

fur 15 min bei 50 °C auf einen Thermoschiittler gestellt. Wahrenddessen wurde das Gel

fur die Gelelektrophorese vorbereitet, in die Elektrophoresekammer gespannt und der
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Elektrophoresepuffer hinzugefugt. In die erste Geltasche wurden zwei Gré3enstandards
(1,5 I MagicMarker von Invitrogen und 1,5 ul PageRulerprestainedLadder von
Fermentas) hinzugefiigt. In die weiteren Taschen wurden die mit Ladepuffer versetzten
Proben gefillt und anschlie3end die Elektrophorese gestartet. Dazu wurde zuerst die
Probe bei 80 V in das Sammelgel einlaufen gelassen und anschliel3end die Spannung
auf 120 V erhoht. Diese Gelelektrophorese wurde so lange laufen gelassen bis die blaue
Farbstofffront kurz vor Ende des Gels nach ungefahr eineinhalb Stunden angekommen

war.

4.2.5.3 Immunoblot

Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine
Immobilon P Membran (PVDF) von Millipore (Merck) mit dem NuPAGE Transfer Puffer
von Invitrogen in eine Blotkammer mit einer Spannung von 30 V transferiert. Dieser
Schritt dauerte eine Stunde. AnschlieRend wurde die Membran in Milch, die mit TBST
(Tris buffered saline + Tween20) versetzt wurde, fur eine Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert.

Als Primarantikbrper wurden zum einen ein spezifischer TIMP1-Antikoérper, ein CD63-
Antikérper zur Exosomendetektion, und ein $-Aktin-Antikdrper verwendet. Die Membran
wurden jeweils Uber Nacht bei 4 °C auf einem Schuttler mit den Antikérpern inkubiert.
AnschlielBend wurde die Membran viermal fir 10 min mit TBST gewaschen und fir 1 h
bei Raumtemperatur ein Anti-mouse HRP Antikdrper als Sekundarantikdrper
hinzugefiigt. Danach wurde die Membran erneut viermal fur 10 min mit TBST und
zweimal flr 5 min mit TBS (Tris buffered saline) gewaschen.

Um die Banden sichtbar werden zu lassen, wurde die Membran in der Dunkelkammer
fur 1 min in einem Chemilumineszenzreagenz (ECL von Perkin Elmer), das aus zwei
Einzelkomponenten (Enhanced luminol reagent und Oxidizing reagent) besteht, die zu
gleichen Teilen gemischt wurden, inkubiert. Nach dem Trocknen wurde die Membran auf
einen Rontgenfilm in eine Rdntgenfilmkassette - bis die optimale Belichtungszeit erreicht
war - gelegt. Danach wurde der Réntgenfilm im Roéntgenfilmentwickler Curix 60 der

Firma Agfa entwickelt.
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5.1 Planung

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob mit Hilfe von GPIl-verankerten Proteinen
eine Modifikation von Exosomen maglich ist. Dies kdnnte eine Moglichkeit darstellen, die
Oberflache von Exosomen mit biologisch aktiven Proteinen zu versehen, um eine
zellfreie Therapieform herzustellen. Sollte dies funktionieren, konnten die
GPI-verankerten Proteine auf den Exosomen eine noch bessere Wundheilung bedingen.
In friheren Arbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nelson wurde herausgefunden,
dass durch das Hinzuftigen von isolierten GPI-verankerten Proteinen zu Zellen eine
Modifikation von deren Zelloberflachen mdéglich ist [1, 34 — 38, 42]. Zudem sind
GPIl-verankerte Proteine in LipidfloRen angereichert [19] und LipidfléBe in der
Exosomenmembran enthalten [15]. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass allein
durch die Expression von GPl-verankerten Proteinen auf der Zellmembran der
transformierten Zellen, die GPI-verankerten Proteine mit in die von diesen Zellen
sezernierten Exosomen eingebaut werden.

Eine schematische Abbildung des gewiinschten Exosoms mit den GPIl-verankerten
Proteinen ist in Abbildung 5 dargestellt.

Als Proteine wurden die in Vorarbeiten hergestellten GPI-verankerten Proteine
TIMP1-myc-GPlI, sowie die Kontrollproteine: N-TIMP1-myc-GPI, vw-TIMP1-myc-GPIl und
EGFP-myc-GPI, ausgesucht, da TIMP1-GPI eine positive Auswirkung auf die
Wundheilung zeigte [34]. EGFP-myc-GPI, ein griinfluoreszierendes Protein, wurde als
Hauptkontrollprotein, ohne eigene intrinsische Auswirkungen auf den Zellorganismus,
bestimmt. N-TIMP1-myc-GPI ist eine Variante von TIMP1-myc-GPI, bei der nur die
N-terminale Doméane von TIMP1 enthalten ist, um die Auswirkungen dieser Doméane
isoliert erforschen zu kdnnen. Bei w-TIMP1-myc-GPIl ist eine Mutation in der
N-terminalen Domane, 2 Valinreste zusatzlich, durchgefihrt worden, um die Wirkung der
N-terminalen Domane zu beeinflussen und somit die Auswirkungen der C-terminalen
Domane genauer beurteilen zu kénnen. Alle ausgewahlten Proteine enthalten einen
myc-Tag, der als Angriffspunkt fir einen gemeinsamen Antikdrper dient und auch keine
eigene intrinsische Aktivitat besitzt. Diese Varianten und auch der eingeschobene
myc-Tag wurden im Rahmen der Arbeit von Nicole Rieth erstellt [1]. Als Zielzellen
wurden mesenchymale Stammzellen ausgewahlt, da diese und deren Exosomen

ebenfalls eine positive Auswirkung auf die Wundheilung zeigten [7, 33].
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des gewlinschten Exosoms
1 Exosom mit TIMP1-GPI an der Oberflache.

2 VergréRerung des Ausschnitts aus 1. Hier ist die Doppellipidmembran, auf der TIMP1 Uber einen GPI-

Anker befestigt ist, dargestellt.

Die Grafiken wurden mit Hilfe von PowerPoint erstellt. Die Grafik aus 2 wurde freundlicherweise von Prof.

Dr. P. J. Nelson zur Verfiigung gestellt.
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5.2 Zelllinien

5.2.1 Klonierung der Plasmide fur die Transfektion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob GPIl-verankerte Proteine in den von den Zellen
generierten Exosomen exprimiert werden. Hierflr wurden Zellen so verandert, dass sie
die vordefinierten GPI-verankerten Proteine exprimieren.

Die verwendeten Plasmide, die die kodierende DNA-Sequenz fir die Proteine
TIMP1-myc-GPI, N-TIMP1-myc-GPI, vw-TIMP1-myc-GPI und EGFP-myc-GPI enthalten,
wurden in Vorarbeiten des Labors [38] u.a. im Rahmen der Arbeit von N. Rieth hergestellt
[1].

Als Klonierungsmethode wurde die Multi Site Gateway® Technologie angewandt. Diese
Technologie wurde im Rahmen der Arbeit von C. Jakel fir die AG Nelson optimiert. Ein
Destination-Vektor wurde von ihm so modifiziert, dass unterschiedliche Selektions-
Antibiotikakassetten und Erkennungssequenzen fur die Transposase ,Sleeping Beauty*
integriert wurden [53, 54].

Alle Plasmide wurden per Testverdau kontrolliert und je eine Probe pro Konstrukt zur

Sequenzierung versandt.

5.2.1.1 Klonierung der Entry Vektoren

Zur Klonierung der Entry Vektoren bendtigt man einen Donor Vektor und die kodierende
DNA-Sequenz (CDS) der Proteine. Diese DNA-Sequenzen wurden durch eine PCR
amplifiziert und dabei mit den attB Enden, die fir die MultiSite Gateway® Technologie
bendtigt werden, versehen. Die kodierende DNA-Sequenzen der Proteine wurden aus
den Vektoren pEF-TIMP1-myc-GPI, pEF-vv-TIMP-1-myc-GPI, pEF-N-TIMP-1myc-GPI,
pEF-sEGFP-myc-GPI mit den in Kapitel 4.1.10 angegebenen Primern amplifiziert. Als
Donor Vektor wurde der Vektor pDONOR221-P5-P2 verwendet. In der MultiSite
Gateway BP Rekombinationsreaktion wurden die Entry Vektoren hergestellt und in
kompenten E.coli amplifiziert. Aus den Bakterien wurden die Vektoren durch die in
Kapitel 4.2.2.7 beschriebenen Isolationsmethoden gewonnen. Die in dieser Arbeit

erstellten Entry Vektoren sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4 Entry Vektoren

Fertiger Entry Vektoren Name der Proteine
pPENTR221-TIMP1-myc-GPI TIMP1-myc-GPI
PENTR221-ww-TIMP1-myc-GPI w-TIMP-1-myc-GPI
PENTR221-N-TIMP1-myc-GPI N-TIMP-1myc-GPI
PENTR221-EGFP-myc-GPI SEGFP-myc-GPI
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5.2.1.2 Klonierung der Expressionsvektoren

Zur Klonierung der Expressionsvektoren wurden zwei Entry Vektoren und ein
Destination Vektor verwendet. Der erste Entry Vektor war der Promotor und der zweite
einer der in der Tabelle 4 aufgelisteten Entry Vektoren. Als Promotor wurde immer der
CMVITO Promoter gewahlt, den man prinzipiell blockieren kénnte, um die Expression
der GPl-verankerten Proteine zu vermindern. Dieser wurde verwendet, da vor der
Transfektion nicht vorhersehbar war, ob die gewahlite Zelllinie durch die dauerhafte
Expression der TIMP1-Klone in ihrem Wachstum beeintrachtigt oder ein normales
Wachstum zeigen wirde. In dieser Arbeit zeigte sich, dass die dauerhafte Expression
der GPI-Anker gekoppelten Proteine das Wachstum der L87 Zellen nicht beeinflusst. Der
verwendete Entry Vektor fir den Promotor (pENTR221-CMV/TO.Pro) wurde im Rahmen
der Arbeit von C. Jackel erstellt [53, 54]. Als Destination Vektor wurde der ebenfalls im
Rahmen der Arbeit von C. Jackel erstellte Vektor pSBDEST.N verwendet, der als
Besonderheit Angriffspunkte fr die Transposase ,Sleeping Beauty“ enthalt [53, 54]. Die
Expressionsvektoren wurden durch die Multi Site Gateway LR Rekombinationsreaktion
hergestellt. Diese sind in Tabelle 5 aufgelistet und wurden wie im vorausgehenden

Kapitel beschrieben amplifiziert.

Tabelle 5 Expressionsvektoren

Eiglrgggionsvektor Erster Entry Vektor Zweiter Entry Vektor
pSB.N.CMV/TO.TIMP1- i pPENTR221-TIMP1-myc-
myc-GPl PENTR221-CMV/TO.Pro GP

pSB.N.CMV/TO.vv- i pENTR221-vv-TIMP1-
TIMP1-myc-GPI PENTR221-CMV/TO.Pro myc-GPI

pSB.N.CMV/TO.N-TIMP1-
myc-GPI

pPENTR221-CMV/TO.Pro

PENTR221-N-TIMP1-myc-
GPI

pSB.N.CMV/TO.EGFP-

PENTR221-CMV/TO.Pro

pPENTR221-EGFP-myc-
GPI

myc-GPI

5.2.2 Transfektion der immortalisierten mesenchymalen Stamm-

zellen
Als Zielzellen wurde die Zellline L87, eine immortalisierte mesenchymale Stammzelllinie
(imMSC), ausgewahlt, da Exosomen aus Stammzellen &hnliche Eigenschaften in Bezug
auf Wundheilung aufweisen wie TIMP1-myc-GPI [26, 33, 34].
Als Transfektionsmethode wurde die klassische Elektroporation (siehe Kapitel 4.2.2.10)
gewahlt. Um die Effektivitat des Einbaus der gewunschten Plasmide in das Genom der
imMSC zu steigern, wurde das Plasmid pCMV(CAT)T7-SB100X, Uber das die
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Transposase ,Sleeping Beauty“ exprimiert wird, nach dem Protokoll siehe Kapitel
4.2.2.10 transient mit in die iImMSC transfiziert. Die Bezeichnung der klonierten Zelllinien
sind in Tabelle 6 dargestellt. Das Wachstum der Zellen wurde taglich unter dem
Mikroskop beurteilt. Am ersten Tag nach der Transfektion waren einige tote Zellen zu
sehen. Die Uberlebenden Zellen erholten sich anschlieRend schnell und zeigten ein

normales Wachstum, das dem vor der Transfektion glich.

Tabelle 6 Klonierte Zelllinien

Resultierende Zelllinie Enthaltender Expressionsvektor
L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI pSB.N.CMV/TO.TIMP1-myc-GPI
L87-CMV/TO.w-TIMP1-myc-GPI pSB.N.CMV/TO.w-TIMP1-myc-GPI
L87-CMV/TO.N-TIMP1-myc-GPI pSB.N.CMV/TO.N-TIMP1-myc-GPI
L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI pSB.N.CMV/TO.EGFP-myc-GPI

5.2.3 Expressionskontrolle der Proteine auf der Zellmembran

Die Expression wurde mit der Durchflusszytometrie nach Anfarben der GPI-verankerten
Proteine mit Primér- und Sekundéarantikdrper nach dem Protokoll in Kapitel 4.2.3.1
kontrolliert. Als Primarantikdrper wurde hauptséchlich der Antikdrper, der gegen den
myc-Tag gerichtet ist, verwendet. In einem ersten Experiment wurde, um die
Bindungseigenschaft von Anti-myc und Anti-TIMP1 zu vergleichen, noch eine Probe mit
Anti-TIMP1 als Primarantikérper mitgefuhrt. Als Sekundarantikbérper wurde der
Antikdrper Anti-mouse 1gG R-PE(R439) verwendet. Dieser Antikdrper ist mit dem rot-
orangen Farbstoff R-PE konjungiert. Dieser wurde mit dem Laserdetektorkanal FL2 des
Gerates FACS Calibur der Firma BD Bioscience detektiert. Zur Detektion der griinen
Fluoreszenz der Zelllinie L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI wurde der Laserdetektorkanal
FL1 verwendet.

5.2.3.1 Expressionskontrolle bei den TIMP-1-myc-GPI exprimierenden Zellen
und deren Varianten

Zuerst wurden die Primarantikérper Anti-TIMP1 und Anti-myc in der
Durchflusszytometrie mit einander verglichen. Hierbei zeigte sich kein Unterschied
(Daten sind in dieser Arbeit nicht dargestellt). AnschlieBend wurde fir alle weiteren
Expressionskontrollen als Primarantikdrper Anti-myc verwendet.

Hierbei zeigte sich eine konstante Expression der Proteine TIMP1-myc-GPI, w-TIMP1-
myc-GPI und N-TIMP1-myc-GPI Uber einen langeren Zeitraum. Die Ergebnisse von
hoheren Zellpassagen sind in Abbildung 6 exemplarisch dargestellt. In dieser Abbildung
ist ersichtlich, dass die Flachen der ungefarbten Zellen (graue Linie) und der Farbung

mit dem Antikdrper-Isotyp migGl + Sekundarantikdrper (blaue Flache) fast identisch
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sind. Damit wurde bewiesen, dass der Mausantikdrper nicht unspezifisch an den zu
analysierenden Zellen bindet. Die rote Linie stellt die mit dem Sekundarantikdrper
Anti-mouse Ig R-PE (R439) gefarbten Zellen dar. Durch den deutlichen

Fluoreszenzunterschied wurde die Expression der Proteine bewiesen.
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Abbildung 6 Expressionskontrolle der Proteine.
1 Expressionskontrolle von TIMP1-myc-GPI bei der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI (Passage 18)
2 Expressionskontrolle von vw-TIMP1-myc-GPI bei der Zelllinie L87-CMV/TO.vv-TIMP1-myc-GPI (Passage

13)

3 Expressionskontrolle von N-TIMP1-myc-GPI bei der Zelllinie L87-CMV/TO.N-TIMP1-myc-GPI (Passage

17)
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Die graue Linie stellt jeweils die detektierten ungeférbten Zellen dar, die blaue Flache die detektierten mit
einem Antikorper-lsotyp und Sekundarantikdrper gefarbten Zellen und die rote Linie die mit dem
Primé&rantikorper und dem Farbstoff R-PE geféarbten Zellen dar.

Hierbei zeigt sich jeweils eine deutliche Fluoreszenz der mit Anti-myc und dem Sekundarantikorper
geférbten Zellen. Dadurch wurde die Expression der jeweiligen Proteine bewiesen.

5.2.3.2 Expressionskontrolle bei den EGFP-myc-GPI exprimierenden Zellen

Zur Expressionskontrolle des Proteins EGFP-myc-GPI wurde einerseits wie zur
Detektionskontrolle der anderen Proteine vorgegangen (Protokoll siehe 4.2.3.1) und
andererseits die griine Eigenfluoreszenz im FL1-Kanal gemessen. Zur Kontrolle bei der
Messung der griinen Eigenfluoreszenz wurde die Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI
(ungefarbt) mitgefihrt, die keine eigene griine Fluoreszenz erzeugt. In Abbildung 7 sind
die Ergebnisse dargestellt. Die mitgefihrten Proben, die mit einem Mausantikorperisotyp
und dem Sekundarantikorper gefarbt waren, zeigte auch hier, dass der Mausantikérper
nicht unspezifisch an die Zelloberflache bindet, da die Messung der ungefarbten Zellen
und der Isotypfarbung fast identisch verlief. Somit sind die Ergebnisse der Messung
auswertbar. Es zeigte sich ein Fluoreszenzunterschied im Kanal FL2 zwischen den
ungefarbten und mit dem Sekundarantikérper gefarbten Zellen. Die Expression des
Proteins EGFP-myc-GPI wurde hiermit bewiesen. Allerdings zeigte sich bei der
Fluoreszenzmessung im Kanal FL1 fur die grine Eigenfluoreszenz kein so deutlicher
Unterschied fir alle EGFP-myc-GPl exprimierenden Zellen, wie bei der
Antikdrperfarbung gemessen. Dies wurde darauf zurtickgefuhrt, dass die Zellen zwar
EGFP-myc-GPI exprimieren, da es einen eindeutigen Nachweis fur die Bindung der
Antikorper an das Protein gibt (siehe Abbildung 7 Bild 1), aber die grune
Eigenfluoreszenz der Zellen unterschiedlich stark ausgepréagt ist und eine schwache

Eigenfluoreszenz nicht detektierbar ist.
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Abbildung 7 Expressionskontrolle von EGFP-myc-GPI bei der Zelllinie L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI
(Passage 20).

1 Messung der Fluoreszenz des R-PE Farbstoffs

2 Messung der griinen Eigenfluoreszenz

Die Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPl ist in der Abbildung grau dargestellt, die ungefarbte Zelllinie L87-
CMV/TO.EGFP-myc-GPI griin, die Antikdrper-Isotyp- + Sekundarantikdrperfarbung blau und die Farbung
mit Anti-myc + Sekundérantikdrper rot.

Hierbei zeigt sich ein Unterschied im FL2 Kanal fir die Fluoreszenz des R-PE Farbstoffs. Die Expression
von EGFP-myc-GPI wurde hierdurch bewiesen. Allerdings zeigte die Messung im FL1 Kanal fur die griine
Eigenfluoreszenz, dass die Zellen eine unterschiedlich starke Eigenfluoreszenz besitzen und sich somit
nicht so deutlich von der ungefarbten Zelllinie L87-TIMP1-myc-GP, die keine grine Eigenfluoreszenz
erzeugt, unterscheidet.

5.2.4 Optimierung der Expression von EGFP-myc-GPI

In den Experimenten zeigte sich eine unterschiedlich starke Eigenfluoreszenz der
Zelllinie L87-CMVI/TO.EGFP-myc-GPI (siehe 5.2.3.2). Auch zeigte sich, dass in der
Fluoreszenzmikroskopie nicht alle Zellen eine sichtbare grine Eigenfluoreszenz
aufwiesen. Dies ist exemplarisch in Abbildung 8 auf den Bildern 1 und 2 fiir die erste
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Zellpassage nach Transfektion dargestellt. Im Vergleich der Bilder 1 und 2 sieht man,
dass nicht alle Zellen eine sichtbare griine Eigenfluoreszenz aufweisen. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde eine Zellsortierung freundlicherweise von Herrn Josef Mysliwietz im
Labor der Arbeitsgruppe von Prof. Elfriede N6Rner durchgefiihrt. Anschliel3end wurde
der Erfolg durch die Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert. Hierbei zeigte sich, dass nach
der Zellsortierung alle Zellen eine griine Eigenfluoreszenz aufweisen. Dies ist
exemplarisch in Abbildung 8 auf Bild 3 (Lichtmikroskopie) und 4 (Fluoreszenz-
mikroskopie) fur die dritte Zellpassage nach Sortierung gezeigt. Im Vergleich der Bilder 3

und 4 sieht man nun eine griine Eigenfluoreszenz aller Zellen.

Abbildung 8 Fluoreszenzmikroskopie der Zelllinie L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI.

1 Lichtmikroskopisches Bild der ersten Zellpassage nach Transfektion

2 Fluoreszenzmikroskopisches Bild der ersten Zellpassage nach Transfektion

3 Lichtmikroskopisches Bild der dritten Zellpassage nach Sortierung

4 Fluoreszenzmikroskopisches Bild der dritten Zellpassage nach Sortierung

Im Vergleich der Bilder 1 und 2 zeigt sich, dass nicht alle Zellen eine sichtbare griine Eigenfluoreszenz
aufweisen. Nach der Zellsortierung zeigt sich im Vergleich der Bilder 2 und 4, dass nun alle Zellen eine
sichtbare Eigenfluoreszenz aufweisen.

Anschlieend wurde noch eine Durchflusszytometrie-Analyse von den EGFP-myc-GPI
im Vergleich zu TIMP1-myc-GPI exprimierenden imMSC in Bezug auf die grine
Eigenfluoreszenz der EGFP-myc-GPI durchgefuhrt. Die Zelllinie L87 CMVTO-TIMP1-

myc-GPl wurde hier als eine Beispielzelllinie, die keine eigene griine Fluoreszenz

40



5 Ergebnisse

aufweist, verwendet. Dies ist in Abbildung 9 gezeigt. Hier sieht man, dass nach der

Zellsortierung eine deutliche griine Eigenfluoreszenz messbar ist.

500

File: L87_EiGFP_3_ungefarbt_130814.0049
Hake Gl

Faked Events ; 49860

Tatal Event=: 51710

harker % Gared  hadian
Al 10000 1445 96
1 o013 152614

>~ M1
10! 10° 107 10
FL1-H
Namne Farameter Gigh
L&7_TINF1_ungeférbt_130814 006 FL1H G
L#7_EGFP_3_ungaeférbt 130314008 FL1H &1

Abbildung 9 Vergleich der Eigenfluoreszenz der Zelllinien L87 CMVTO-TIMP1-myc-GPI und L87 CMVTO-
EGFP-myc-GPI.

Es wurde die vierte Zellpassage nach der Zellsortierung der L87 CMVTO-EGFP-myc-GPI- Zellen hierfir
verwendet. Die Zelllinie L87 CMVTO-TIMP1-myc-GPlI wurde als Beispielzelllinie ohne griine
Eigenfluoreszenz verwendet. Nach der Zellsortierung ist nun ein deutlicher Unterschied in der griinen
Eigenfluoreszenz zu sehen.

5.3 Exosomenisolation

Im néchsten Schritt wurden dann von den Zelllinien Exosomen isoliert. Hierfur wurde
zuerst die klassische Methode der Ultrazentrifugation [13] angewandt und zu einem
spateren Zeitpunkt das Kit Exo Spin verwendet.

AnschlieRend wurden die Proteinkonzentrationen der erhaltenen Exosomenisolate
durch die Methode nach Bradford (siehe 4.2.4.3) bestimmit.

Danach wurde zum Nachweis der Anwesenheit von Exosomen in der erhaltenen Probe
ein Western Blot (Protokoll siehe 4.2.5) durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass der
Exosomenmarker CD63 in allen Exosomenisolaten und auch in den Gesamtzelllysaten

vorhanden watr.

5.3.1 Exosomenisolation durch Ultrazentrifugation

Hierflir wurden die Zelllinien 24 h mit einem FCS-freien Medium versehen, um eine
Kontamination mit den Exosomen aus dem FCS zu vermeiden. Anschlielfend wurde der

Medienuberstand gesammelt. Durch unterschiedliche Zentrifugationsschritte, die sich
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durch Geschwindigkeit und Dauer unterschieden, wurden die Exosomen von den
anderen Bestandteilen des Zellkulturmediums gereinigt. Durch die ersten beiden
Zentrifugationsschritte bei 300 x g und 2000 x g fur jeweils 10 min wurden die im
Uberstand enthaltenen lebenden und toten Zellen entfernt. In einem weiteren
Zentrifugationsschritt bei 10 000 x g fur 30 min wurde der Ubrige Zellschrott entfernt.
Sowohl die lebenden und toten Zellen als auch der Zellschrott befanden sich im
resultierenden Pellet. Somit wurde jeweils das Pellet verworfen und der Uberstand
weiterverwendet. Bei der darauffolgenden Zentrifugation bei 100 000 x g flr 70 min
wurden die Exosomen und die noch enthaltenen Proteine im Pellet gesammelt. Hier
wurde dann der Uberstand verworfen. Das erhaltene Pellet wurde zum Reinigen in PBS
resuspendiert und bei einer weiteren Zentrifugation bei 100 000 x g fur 70 min wurden
im Pellet die gereinigten Exosomen gesammelt. Dieses von den kontaminierenden
Proteinen befreite Exosomenpellet wurde anschlieend in PBS aufgenommen und in
Aliquotes zur Lagerung bei -20 °C aufgehoben. Fir die weitere Analyse der Exosomen
wurden wenige Aliquotes bei 4 °C fur kurze Zeit gelagert.

Eine Ubersicht (iber die unterschiedlichen Zentrifugationen ist in Abbildung 10

dargestellt.
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Medienlberstand L87*

Pellet = Zellen

A 4

Uberstand nach 300 x g

Pellet = tote Zellen

A 4

Uberstand nach 2000 x g

Pellet = Zellschrott

A 4

Uberstand nach 10 000 x g

Uberstand nach 1x 100 000 x g

A J

Pellet = Exosomen + kontaminierende Proteine

Uberstand nach 2x 100 000 x g

A J

Pellet = Exosomen

Abbildung 10 Ubersicht (iber die einzelnen Zentrifugationsschritte. In der Mitte sind die jeweils weiter
verwendeten Materialien angegeben, links die verworfenen Materialien und rechts die
Geschwindigkeit und die Dauer der Zentrifugation. Abbildung modifiziert nach Thery et al. 2006
* Zuvor wurden die Medienuberstande von den unterschiedlichen in dieser Arbeit verwendeten L87
Zelllinien oder der Ursprungszelllinie L87 gesammelt

5.3.2 Exosomenisolation mit dem Kit ExoSpin

Um eine schnellere Variante der Exosomenisolation aus dem Zellkulturiberstand zu
testen wurde das Isolationskit ExoSpin von Cell Guidance Systems ausgewahlt. In
diesem Kit wurden in den ersten Zentrifugationsschritten die lebenden und toten Zellen
sowie der Zellschrott entfernt. AnschlieRend wurde durch die Zugabe eines Puffers die
Exosomenfraktion ausgeféllt. Durch eine weitere Zentrifugation wurde die Exosomen-
fraktion von der restlichen Suspension getrennt. Das resuspendierte Pellet musste
danach noch durch ein Saulchen gereinigt und anschlieliend aus dem Saulchen durch
PBS gelost werden. Die so erhaltenen Exosomen wurden nachfolgend mit den
Exosomen, die durch die Ultrazentrifugation gewonnen wurden, durch einen Western

Blot verglichen.
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5.3.3 Nachweis der Exosomen durch Western Blot-Analyse

Zum Nachweis der Exosomen wurde eine Western Blot Analyse ausgewahlt. Als
Exosomenmarker wurde das Tetraspanin CD63 ausgewahlt. CD63 wurde als Marker
unter anderem von Thery et al. 2006 propagiert [12 — 15].

Die aus den Zelllinien L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI, L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI und
der untransfizierten Zelllinie L87 isolierten Exosomen und dem Gesamtzelllysat, der
verwendeten Zelllinien, wurden nach dem im Kapitel 4.2.5 dargestellten Protokoll durch
eine SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran transferiert.
AnschlielBend wurde die Membran mit einem Antikdrper gegen CD63 und danach mit
dem Sekundarantikorper Anti-m/HRP gefarbt. Durch eine Chemilumineszenzreagenz
und einen Rontgenfilm wurden anschlieBend die Proteinbanden sichtbar gemacht.
Hierbei zeigte sich eine grof’e Bande im erwarteten Bereich bei 50 bis 60 kDa, sowohl
bei den durch Ultrazentrifugation gewonnen Exosomen als auch bei den durch das Kit
gewonnen Exosomen. Zudem konnte CD63 auch im Gesamtzelllysat nachgewiesen

werden. Dies ist exemplarisch in Abbildung 11 gezeigt.
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Abbildung 11 Western Blot - Farbung mit Anti-CD63.

Die durch Ultrazentrifugation oder mit dem Kit ExoSpin aus dem Zellkulturiiberstand der Zelllinien L87-
CMV/TO.TIMP1-myc-GPI, L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI und L87 gewonnen Exosomen wurden in einer
SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit dem Antikérper Anti-CD63
gefarbt. AnschlieRend wurden die Banden durch eine Chemilumineszenzsystem auf einem Rontgenfilm
sichtbar gemacht.

(TIMP1: Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI. EGFP: Zelllinie L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI. L87:
untransfizierte Zelllinie. UZ: Ultrazentrifugation; Kit: ExoSpin von Cell Guidance Systems)
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5.4 Expressionskontrolle der Proteine auf den Exosomen

Zur Kontrolle, ob die GPIl-verankerten Proteine auch auf den Exosomen zu finden sind,
wurde ebenfalls ein Western Blot (Protokoll siehe 4.2.5) durchgefihrt. Hierbei zeigten
sich die flr diese Proteine typischen Banden bei 40 und 60 kDa nach der Entwicklung
der Rontgenfilme.

In Abbildung 12 ist der Rontgenfilm zum Western Blot der ersten Exosomenisolation
durch  Ultrazentrifugation dargestellt. Die Exosomen wurden aus dem
Zellkulturiberstand der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI durch Ultrazentrifugation
gewonnen und anschlielend das ganze Isolat in der SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Membran transferiert und
nacheinander mit den Primarantikbrpern Anti-TIMP1 und Anti-B-Actin und dem
Sekundarantikérper Anti-m/HRP gefarbt. Danach wurden die Banden durch die
Chemilumineszenzreagenz (ECL) auf einem Roéntgenfilm sichtbar gemacht. Dadurch
wurden die Banden bei ungefahr 40 und 60 kDa fir TIMP1-myc-GPI sichtbar. B-Actin
konnte nur im Gesamtzelllysat der Herkunftszellen der Exosomen nachgewiesen

werden.
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Abbildung 12 Western Blot - Farbung mit Anti-TIMP1.

Die durch Ultrazentrifugation aus dem Zellkulturiberstand der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI
gewonnen Exosomen wurden in einer SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran transferiert
und mit dem Antikorper Anti-TIMP1 gefarbt. AnschlieBend wurden die Banden durch ein
Chemilumineszenzsystem auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht.
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Die Western Blot Analysen wurden nach jeder Exosomenisolation erneut durchgefihrt.
Exemplarisch ist in Abbildung 13 ein Bild einer weiteren Analyse dargestellt. Hierbei
wurden die Exosomen, die durch Ultrazentrifugation aus dem Zellkulturiberstand der
Zelllinien L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI, L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI und L87
gewonnen wurden, durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. Zur Farbung wurden als Priméarantikdrper Anit-TIMP1, Anti-myc und Anti-
CD63 verwendet. AnschlieBend wurden die Banden durch ein Chemilumineszenz-
system auf den Réntgenfilmen festgehalten. Hierbei zeigte sich, dass TIMP1 nur auf den
Exosomen der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPIl nachgewiesen werden konnte.
Der in allen in dieser Arbeit verwendeten Proteine enthaltene myc-Tag konnte sowohl
bei den Exosomen der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPl als auch bei den
Exosomen der Zelllinie L87-CMV/TO.EGFP-myc-GPI, aber nicht bei den Exosomen der
untransfizierten Zelllinie L87 nachgewiesen werden. In einer Farbung mit Anti-CD63
konnte CD63 in allen drei Proben nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen,

dass in allen drei Proben Exosomen vorhanden waren.
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Abbildung 13 Western Blot

Die durch Ultrazentrifugation aus dem Zellkulturiiberstand der Zelllinien L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI, L87-
CMVITO.EGFP-myc-GPl und L87 gewonnen Exosomen wurden in einer SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit den Antikérpern Anti-TIMP1, Anti-myc und Anti-CD63
gefarbt. AnschlieRend wurden die Banden durch ein Chemilumineszenzsystem auf einem Rontgenfilm
sichtbar gemacht.

Oben: Farbung mit Anti-TIMP1.

Mitte: Farbung mit Anti-myc.

Unten: Farbung mit Anti-CD63.

(TIMP1: von der Zelllinie L87-CMV/TO.TIMP1-myc-GPI isolierte Exosomen; EGFP: von der Zelllinie L87-
CMVITO.EGFP-myc-GPl isolierte Exosomen; L87: von der untransfizierten Zelllinie L87 isolierte Exosomen)
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Wunden bzw. Wundbehandlung ist ein grol3er Bereich in der Medizin. Hierzu gehoéren
nicht nur die chronischen Wunden, sondern auch akute durch Traumata entstandene
Wunden, wie zum Beispiel Verbrennungen oder auch Operationswunden. Die
Verbesserung der Wundheilung ist ein statiges Ziel in der Medizin. Viele Produkte, die
zu einer verbesserten Wundheilung fihren sollen sind mittlerweile auf dem Markt
[55—-57]. Hierzu gehoéren verbesserte Verbandsmaterialen, die je nach Bedarf
Feuchtigkeit aufnehmen oder abgeben bzw. ein ausgeglichenes Feuchtigkeitsniveau im
Wundbereich erhalten, spezielle Wundgele und auch Vakuumpumpen [55, 56]. Doch
auch durch diese Therapie gelingt nichtimmer einer schnelle Wundheilung. Stérfaktoren
der Wundheilung sind zum Beispiel Infektionen, fortgeschrittenes Alter,
Mangelernahrung, Immunsuppression, Adipositas oder Begleiterkrankungen wie
Diabetes mellitus, Herzinsuffizienz oder Tumoren [58].Diese filhren zu einer
verlangerten Entzindungsphase in der Wunde und insgesamt zu einer Dysregulation
der zur Heilung beitragenden Prozesse. Beispiele flr zum Teil schwierig therapierbare
Wunden sind zum einen der Dekubitus, ein Hautdefekt, der durch dauerhaften Druck
ausgeldst wurde, chronische vendse oder arterielle Ulzera an den Extremitaten, die
durch vendse oder arterielle Insuffizienz bedingt sind, und grof3e oder tiefe Wundflachen
bei groRen Traumata wie zum Beispiel gro3flachigen Verbrennungen oder anderen
Unfallen. Fur diese Wunden tritt meist zusatzlich eine chirurgische Therapie in hierfur
spezialisieren Zentren hinzu. Hierbei werden zum einen nekrotische Anteile entfernt und
eine bessere arterielle Versorgung hergestellt und zum anderen auch
Hautransplantationen durchgefihrt. Doch auch dies fuhrt nicht in allen Fallen zur
Wundheilung [55, 57].
Mesenchymale Stammzellen zeigten sich in verschiedenen Studien sowohl in vitro als
in vivo oder auch in den noch selten durchgefiihrten klinischen Studien als eine neue
viel versprechende Therapieoption [7—11, 55]. Es zeigte sich ein schnellerer
Wundverschluss sowie auch eine Abheilung von chronischen Wunden [7, 55]. Dieser
Mechanismus wurde zum einen auf die Proliferation und Differenzierung der
mesenchymalen Stammzellen und zum anderen Teil auf parakrine Effekte
zuruckgefuhrt. Die parakrinen Effekte scheinen hierbei den gréf3ten Anteil an der
Verbesserung der Wundheilung zu haben [7 — 11, 59]. Mesenchymale Stammzellen
fordern die Migration und Proliferation von Fibroblasten und Keratinozyten. Dies
vermittelt einen  beschleunigten = Wundverschluss und eine verbesserte
Reepithelisierung. Zudem wird die Angiogenese und auch die GefaR3stabilitat unter
anderem durch gesteigerte Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor)
und HGF (hepatocyte growth factor) gefordert. Zusatzlich modulieren sie die
Inflammationsreaktion durch die Hemmung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa
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und die Steigerung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10. Hierdurch wird der
Ubergang der Inflammations- in die Proliferationsphase unterstiitzt. IL-10 und HGF
zeigen selbst eine antifibrotische Wirkung, in dem sie die TGFB1 Sekretion und dadurch
die UberschieRende Kollagenproduktion bzw. Narbenbildung minimieren. Zudem
vermindern mesenchymale Stammzellen die freien Sauerstoffradikale im Wundmilieu.
Einige Studien zeigten, dass durch diesen Einfluss der mesenchymalen Stammzellen
die Bildung von Narbengewebe verringert und die Regeneration der urspriinglichen
Epidermis mit Hautanhangsgebilden geférdert wird [8, 9, 11, 59].

Exosomen von mesenchymalen Stammzellen zeigten eine ahnliche wundheilungs-
fordernde Wirkung wie mesenchymale Stammzellen selbst [25, 32, 33]. Durch diese
wurde die Proliferation und Migration von Fibroblasten geférdert [32, 33]. Ebenso zeigte
sich eine gesteigerte Proliferation und Gefal3formation von Endothelzellen durch Zugabe
von Exosomen [32, 33]. Shabbir et al. demonstrierte, dass eine Reihe von
Wachstumsfaktoren nach der Behandlung mit Exosomen eine vermehrte Expression
zeigen. Hierzu gehdren HGF (hepatocyte growth factor), IGF1 (insulin like growth factor
1), NFG (nerve growth factor) und SDF1 (stromal derived growth factor 1). Fir VEGF
(vascular endothelial growth factor) zeigte sich in dieser Studie allerdings keine
signifikante Erhéhung [32]. Zhang et al. fihrte einen in vivo Wundheilungsversuch mit
Exosomen an Ratten durch. Hier fuhrte die Exosomentherapie zu einer gesteigerten
Reepithelisierung, zu vermehrten Hautanhangsgebilden und zu einer vermehrten
GefalRneubildung [33]. Eine heilungsférdernde Wirkung von Exosomen wurde auch in
anderen Geweben wie zum Beispiel am Herzen, der Niere, den Knochen oder auch dem
Darm gefunden [10, 26 — 28, 30, 60, 61].

Ebenso zeigte das GPl-verankerte TIMP1 in den vorausgegangen Arbeiten in der
Arbeitsgruppe um Prof. Dr. P.J. Nelson eine Forderung der Wundheilung [34 — 36].
Djafarzadeh et al. fiihrten zunachst in vitro Versuche mit Fibroblasten durch [35]. Diese
zeigten durch eine Behandlung mit TIMP-GPI eine verminderte Serum- oder TNFa
induzierter Proliferation. Zudem wurde eine vermehrte Apoptoseneigung induziert. Bei
genauerer Analyse stellte sich heraus, dass sich das Gleichgewicht der pro- und anti-
apoptotischen Proteine in Richtung der Pro-Apoptose verschoben hatte. Auch zeigte
sich die Expression der mRNA von einigen Fibrose assoziierten Genen wie zum Beispiel
TGFB1 und Fibronektin verringert [35]. Am Mausmodell zeigte sich ebenso eine
Beschleunigung der Wundheilung durch TIMP1-GPI [34]. Keratinozyten wurden durch
TIMP1-GPI zur Proliferation und Migration stimuliert. Daneben senkte TIMP1-GPI die
Migration und Matrixsekretion von dermalen Myofibroblasten. Zudem wurde nach
Zugabe von TIMP1-GPI eine verminderte Konzentration von aktivem TGFB1 gemessen
[34].
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Somit wurde Uuberlegt, ob man die positiven Auswirkungen von Exosomen und
TIMP1-GPI kombinieren kénne. In dieser Arbeit wurde zunéchst untersucht ob man mit
Hilfe eines GPI-Ankers die Oberflache von Exosomen maodifizieren kann. Aufgrund der
Anreicherung von LipidfléBen und somit auch von GPIl-verankerten Proteinen in der
Exosomenmembran wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Expression von GPI-
verankerten Proteinen in den Exosomen produzierenden Zellen eine Modifikation der
Exosomenmembran ermdglicht. Es wurde in FACS-Analysen gezeigt, dass durch die
Gateway-Technologie und der Einsatz der Transposase ,Sleeping Beauty“ eine stabile
Expression von TIMP1-myc-GPI, N-TIMP1-myc-GPIl und vv-TIMP1-myc-GPI in den
imMSC erreicht wurde. Bei der Transfektion mit dem Plasmid mit EGFP-myc-GPI zeigte
sich trotz gleichem Transfektionsprotokoll eine heterogene Expression. Anschlie3end
wurden Exosomen aus dem Zellkulturiiberstand durch Ultrazentrifugation nach dem
Protokoll von C. Théry [13] isoliert. In Western Blot Analysen konnten die Exosomen
durch Anfarbung des Tetraspanins CD63, ein Exosomenmarker, nachgewiesen werden.
In weiteren Western Blot Analysen konnten auf den Exosomen auch die verwendeten
Proteine TIMP1-myc-GPl und EGFP-myc-GPIl nachgewiesen werden. Somit konnte
demonstriert werden, dass durch die Expression von GPI-verankerten Proteinen eine
Modifikation der Exosomenmembran maoglich ist. Anschlieend wurden noch einzelne
Vorversuche mit der Fibrosarkomzelllinie HT1080 und den isolierten Exosomen
durchgefuhrt. Hier konnten in einem MTT Assay keine signifikanten Unterschiede in der
Proliferation durch die Zugabe der isolierten Exosomen festgestellt werden (nicht
aufgefuihrte Daten).

Einige Studien legten nahe, dass es Unterschiede in den Exosomeninhalten je nach
Herkunft der mesenchymalen Stammzellen aber auch der Kulturbedingungen gibt [10,
15, 60, 62]. Zum Beispiel zeigten Roccaro et al., dass Exosomen von mesenchymalen
Stammzellen, die in Kontakt mit Zellen des Multiplen Myeloms waren, die Proliferation
der Multiplen Myelomzellen férdern, und, dass die Exosomen von mesenchymalen
Stammzellen, die keinen Kontakt zu Multiplen Myelomzellen aufwiesen, die Proliferation
der Multiplen Myelomzellen hemmen [62]. Mdglicherweise waren in den in dieser Arbeit
isolierten Exosomen Stoffe enthalten, die dem erhofften Ziel der Verminderung des
Fibrosarkomzellwachstums, entgegenwirkten und somit die Wirkung von TIMP1-myc-
GPI aufhoben. Auch kdnnte die Art der Interaktion der Exosomen mit den Zielzellen die
Ursache der fehlenden Auswirkung gewesen sein, da TIMP1-myc-GPI seine Wirkung
nur nach Inkorporation in die Zielzellmembran austiben kann. Dies heil3t, dass nur wenn
die Exosomenmembran mit der Zielzellmembran verschmilzt auch eine Wirkung von
TIMP1-myc-GPI erzielt werden kann.

Daher sind weitere Studien notwendig, um ein genaueres Verstandnis bezlglich der

Entstehung und Beladung der Exosomen zu bekommen, um anschlieRend gezielt die
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jeweilige Erkrankung mit Hilfe dieser Exosomen zu therapieren. Zusatzlich ist auch eine
genauere Kenntnis Uber die Regulierung der Interaktionen zwischen Exosom und
Zielzelle notwendig. Um eine sichere Therapie mit Stammzell-Exosomen zu
gewdhrleisten ist auch eine genaue Analyse der Exosomen produzierenden
Stammzellen nétig, da durch die Gegenwart von Tumorzellen oder Krankheiten in dem
Herkunftsorganismus eine Modifikation dieser Zellen durch Exosomen der erkrankten
Zellen ebenfalls vermutet wird [12, 60, 62].

Trotz allem stellen Stammzellexosomen eine magliche zellfreie Therapieoption von
Gewebedefekten in der Zukunft dar, die allerdings momentan noch weiterer Forschung
bedarf. In dieser Arbeit konnte eine Variante zur Modifikation von Stammzellexosomen

gezeigt werden, um diese fur die zukunftige Therapie optimieren zu kénnen.
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AG
APS
bp
DMSO
DNA

ECL
EDTA
EGFP

ELISA
ER
ESCRT

FACS

FCS
FW
GFP
GPI
HGF

IGF1

IL
imMSC
kb
MMP
MTT
NFG
PBS
PCR
P/S
RNA
R-PE
RV
SDF1
SDS
SDS-PAGE
SRP
TBS
TBST
TEMED

TGFB1

TIMP1
TNFa

Arbeitsgruppe

Ammoniumperoxodisulfat

Basenpaare

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure

enhanced chemiluminescence, verbesserte
Chemilumeneszenzreagenz

Ethylendiaminotetraaceta

enhanced green fluorescent protein, Grinfluoreszierendes Proteien
mit verbesserter Fluoreszenz

enzyme linked immunosorbent assay, Enzymgekoppelter
Immunadsorptionstest

Endoplasmatisches Retikulum

Endosomal sorting complex required for transport, endosomaler
Sortierungskomplex bendtigt fur den Transport

Fluorescence activated cell scanner, Zellsortierer, der Uber die
Fluoreszenz arbeitet

Fotales Kalberserum

forward, vorwarts

green fluorescent protein, grinfluoreszierendes Protein
Glykosylphosphatidylinositol

hepatocyte growth factor, Hepatozyten-Wachstumsfaktor

insulin like growth factor 1, Wachstumsfaktor, der dem Insulin
strukturell sehr ahnlich ist

Interleukin

immortalisierte mesenchymale Stammzellen

Kilobase

Matrix-Metalloproteinase
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
nerve growth factor, Nervenwachstumsfaktor
phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlésung
polymerase chain reaction, Polymerase-Kettenreaktion
Penizillin/Streptomyzin

ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

R-Phycoerythrin

reverse, rickwarts

stromal cell-derived factor 1,

sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

signal recognition particle, Signalerkennungspartikel
Tris-buffered saline, Tris-gepufferte Salzlésung
Tris-gepufferte Salzlosung mit Tween?°
Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor beta, Transformierender
Wachstumsfaktor beta

tissue inhibitor of metalloprotease 1, gewebespezifischer
Metalloproteaseninhibitor

tumor necrosis factor alpha, Tumornekrosefaktor-a
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uv
VEGF
VV-

Ultraviolett

vascular endothelial growth factor, Wachstumsfaktor, der die unter
anderem die Angiogenese fordert

zwei Valinreste
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