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2 Einleitung

2.1 Das Mammakarzinom und moégliche Therapieoptionen

Das Mammakarzinom ist eine der am hdufigsten auftretenden malignen Tumorarten und trotz
modernster Therapieverfahren noch immer die Form von Krebs mit der hochsten Mortalitét bei
Frauen (1). So sind etwa 25 % aller Tumordiagnosen bei Frauen ein Mammakarzinom und
machen etwa 15 % aller Tode durch Tumoren aus (1). Einerseits ist die Mortalitdt des
Mammakarzinoms in Europa in den letzten 25-30 Jahren durch neue therapeutische Optionen
und Screening als Moglichkeit zur Fritherkennung gesunken, andererseits nahm die Inzidenz in
dieser Zeit stetig zu (2,3). Diese kontrovers anmutende Korrelation zwischen sinkender
Mortalitdt und steigender Inzidenz wird durch die zunehmende Exposition von Faktoren wie
z.B. Hormontherapie und Ubergewicht diskutiert (4). Aus epidemiologischer
Betrachtungsweise ist nachgewiesen, dass Screening als Bestandteil der Prévention die
Inzidenz ebenfalls steigert (3,5). Diese Annahme wird durch das von der deutschen
Bundesregierung im Jahre 2002 eingefithrte Mammakarzinom-Screening bei Frauen zwischen
50 und 69 Jahren gestiitzt, wobei die Effektivitit dieser MaBnahme durch Senkung der
Mortalitit fiir diese Altersgruppe bestétigt werden konnte (2).

Grundsitzlich sind die Therapieoptionen bei Mammakarzinom folgende: operative
Tumorresektion, Hormon-, Strahlen- und Chemotherapie. Zur Einschitzung und moglicher
Therapieauswahl wird der Tumor nach der TNM-Klassifikation klassifiziert und im Verlauf in
das jeweilige AJCC (American Joint Committee on Cancer) Stadium eingeteilt (6). Durch neue
Forschungsergebnisse und innovative Tumortherapien wurde die urspriingliche Klassifikation
um den Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptorstatus sowie den Ki67
Proliferationsmarker weiterentwickelt, da diese Faktoren mit der Prognose korrelieren und die
moglichen Therapieoptionen erweitern konnen (6). Im Rahmen der zunehmend relevant
werdenden personalisierten Medizin, bedingt durch die hohe Heterogenitédt zwischen Tumoren
innerhalb und auBlerhalb eines Individuums, bleibt abzuwarten welche weiteren Therapien
Einzug in die AJCC-Klassifikation finden (7). Obwohl man bereits auf andere nicht-
chirurgische Optionen zuriickgreifen kann, ist die operative Resektion noch immer essenzieller
Bestandteil in der Tumortherapie (8).

Im Rahmen der chirurgischen Resektion beim Mammakarzinom wird zwischen Mastektomie

und brusterhaltender Therapie (BET) differenziert (9). Fiir Tumoren in hoheren Stadien oder



bei bestehenden Kontraindikationen fiir die BET, ist die Therapie der Wahl die Mastektomie
(9). Im Unterschied zur vollstindigen Resektion der Mamma bei der Mastektomie, wird im
Rahmen der BET der Tumor im Gesunden reseziert, um so dic Mamma zu erhalten und die
Lebensqualitdt optimal wiederherzustellen (10). Die Methode wird bei Tumoren im frithen
Stadium eingesetzt und zeigt dabei keinen Unterschied in der Uberlebensrate in Kombination
mit lokaler Strahlentherapie zur radikalen Mastektomie (11,12). Zusitzlicher Bestandteil der
operativen  Therapie ist die  Lymphknotenresektion.  Statt einer  axilldren
Lymphknotendissektion mit vielen Nebenwirkungen, wird heutzutage initial die weniger
invasive Sentinel-Lymphknoten Biopsie angewandt und zeigt den gleichen Erfolg fiir das
Uberleben im Vergleich zur urspriinglich routiniert verwendeten Lymphknotendissektion

(9,13).

2.2 Rekonstruktionsoptionen der Mamma nach operativen Tumorresektionen

Das Bediirfnis einer Rekonstruktion der Mamma im Anschluss einer operativen Resektion ist
bei den Patienten stark ausgeprigt (10). Neben dsthetischen Aspekten und einer allgemein
erhohten Lebensqualitit, nimmt die psychologische Zufriedenheit durch eine
Mammarekonstruktion zu (10,14). So leiden Patientinnen ohne rekonstruktiven Eingriff
zunehmend an Depression und Angst (15,16). Die Therapie der Wahl ist somit die
Rekonstruktion, um auch diesen Komorbiditdten entgegenzuwirken.

Bei der Mammarekonstruktion wird zwischen zwei Rekonstruktionsoptionen, sowie zwei
Zeitrdumen entschieden (17). Die Rekonstruktion unmittelbar anschlieend an die chirurgische
Tumorresektion wird ,,sofortige Rekonstruktion genannt. Eine Rekonstruktion zu einem
spéteren Zeitpunkt bezeichnet man als ,,zweizeitige Rekonstruktion®. Vorteile der sofortigen
Rekonstruktion sind eine ziigigere postoperative Genesung, verringerte Morbiditit, geringere
Kosten und giinstigere dsthetische Ergebnisse (18). Der Grund fiir eine zweizeitige
Rekonstruktion und somit gegen die sofortige Rekonstruktion, ist eine nach der Mastektomie
anschlieBend bendtigte Strahlentherapie (19,20). Wegen moglicher strahlenbedingter
Komplikationen des Implantats oder der autologen Rekonstruktion (AR), wird bei der
zweizeitigen Rekonstruktion bis zum Abschluss der Strahlentherapie gewartet (21-23). Jedoch
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass allgemein eine préoperative Strahlentherapie zu einem
geringeren Erfolg einer AR im Sinne einer alleinigen autologen Fetttransplantation (AFT) fiihrt

(24).



Die Rekonstruktionsoptionen werden in zwei iibergeordnete Gruppen unterteilt. Einerseits
besteht die Moglichkeit zur Implantat-basierten Rekonstruktion (IBR) oder andererseits zur AR
in Form von Lappenplastiken und AFT (17,25). Beide Techniken werden routiniert angewandt
und weisen gewisse Vorteile und Nachteile auf (26). Jedoch erreicht man durch eine IBR nicht
das urspriingliche natiirliche Gefiihl der Mamma (25). Daher zeigen AR eine erhdhte
postoperative Lebensqualitit und Zufriedenheit verglichen mit der IBR (10). Dieser Nachteil
lasst sich moglicherweise durch eine Hybridtherapie von IBR und AR ausgleichen, bei der nach
primirer Implantierung sekundir eine Rekonstruktion durch eine AFT durchgefiihrt wird (27).
Dabei ist ein glinstiger Nebeneffekt der Hybridtherapie das dsthetisch wertigere Outcome durch
kaschieren des Implantatrands und der {iblichen irreguldren Konturen des Implantatmaterials
(27). Eine weitere Indikation zur sekunddren Rekonstruktion mittels AFT ist die Optimierung
von Lappenplastiken bei AR. So kdnnen z.B. ein zu geringes Spendermaterial des Lappens
einer AR bei schlanken Patientinnen oder postoperative Asymmetrien der Brust durch

iiberschiissiges Fettgewebe von andererorts ausgeglichen werden (25).

2.3 Autologe Fetttransplantation

Die autologe Option zur Mammarekonstruktion in Form von autologen Fetttransplantationen
wird auch Fat Grafting oder Lipofilling genannt (28). Dabei wird Fettgewebe an besonders
fettreichen Stellen, wie z.B. dem Abdomen oder der Oberschenkel per Liposuktion gesammelt
und definitionsgemiB, distanziert ohne intrinsische Blutversorgung reimplantiert (29,30). Eine
gesicherte Revaskularisierung ist somit fiir das implantierte Gewebe und dem Uberleben der
AFT unerldsslich (31). Das Fettgewebe wird durch verschiedene Techniken gewonnen, wobei
die Qualitdt des gesammelten Gewebes von verschiedenen methodischen Faktoren, wie der
Spenderstelle, den verwendeten Sammelkaniilen und der GroBe des negativen Drucks bei der
Liposuktion abhédngig ist (32-36). Nach der Liposuktion bestehen zwei Optionen. Einerseits
kann das Lipoaspirat als AFT reimplantiert werden. Andererseits kann dieses auch fiir
Forschungszwecke weiterverwendet werden. Dabei wird aus methodischer Perspektive das
Lipoaspirat nach dem Zentrifugieren und dem enzymatischen Verdau in drei Phasen aufgeteilt.
Erstens die 6lige Phase, zweitens die Fettgewebephase und als letztes die wiéssrige Phase. Am
Grund des Zentrifugats befinden sich neben der wéssrigen Phase vor allem Zellen mesodermen
oder mesenchymalen Ursprungs, welche als stromale vaskuldre Fraktion (SVF) definiert

werden und als Pellet sichtbar sind (29). Neben adipogenen Stammzellen (Adipose-Derived



Stem Cells, ADSC) befinden sich in der SVF Perizyten, Priadipozyten, Endothelzellen,
Fibroblasten und himatopoetische Zellen (28,31). Im Vergleich zur mesenchymalen
Stammzellen (MSC)-Gewinnung aus dem Knochenmark, sind in der SVF von Fettgewebe etwa
500-mal mehr MSC vorhanden (37).

Reine Fettgewebetransplantationen wurden bereits Anfang des 20. Jahrhunderts durchgefiihrt
(38). Trotz vielversprechender Aussicht nahm die Bedeutung der Methode zeitweise ab und
wurde durch Silikon, als sogenanntes Material der Zukunft, fiir Mammarekonstruktionen in den
60er Jahren abgelost (39). Die Liposuktion wurde erstmals 1977 erfolgreich verwendet (40).
Durch Fortschritt dieser Methode und schwerwiegender Komplikationen der Implantate,
gewann die AFT in den 80er Jahren wieder an Popularitdt (39). Erste Verwendungen der AFT
fiir Indikationen an der Mamma lassen sich auf das Jahr 1987 datieren (39). Ein negativer
Aspekt der AFT bestand damals in der hohen Rate an Volumenverlust des Transplantats, indem
groBBe Anteile des implantierten Gewebes durch den Empfanger absorbiert wurden (41). Dabei
wird von Volumenverlusten von 50 % bis 90 % berichtet (41,42). Trotz Weiterentwicklung der
Methode erzielten weiterhin viele AFT nicht den gewliinschten Erfolg (43,44). Um die
Transplantatqualitit zu verbessern wurde in den 2000er Jahren die AFT experimentell mit
ADSC angereichert (45). Darunter bestand einerseits die Annahme, dass ADSC robuster
gegeniiber dem Prozess des Fat Grafting seien, um ein zellreicheres Transplantat herzustellen.
Andererseits konnen so die ADSC die positiven Effekte der Stammzellen, wie proliferative und
angiogene FEigenschaften, auf das umliegende Zielgewebe ausiiben, um das
Transplantatiiberleben zu fordern (41,46). Diese Methode wird als Zell-angereicherter
Lipotransfer (cell-assisted Lipotransfer, CAL) bezeichnet (41). Im Vergleich zur klassischen
AFT konnte gezeigt werden, dass Zell-angereicherte Transplantate auch nach ldngerer Zeit eine
geringere Nekroserate aufwiesen und ein groleres Volumen behielten (47,48). Weiter wurde
eine verbesserte Neovaskularisierung durch eine hohere Kapillardichte nachgewiesen (49).
Heutzutage wird die AFT vielfiltig am gesamten Kdorper, sowohl in der dsthetischen als auch
in der rekonstruktiven Chirurgie eingesetzt. Uber Verwendungen bei chronischen Wunden
durch Strahlentherapie, Narbendeformititen, Verbrennungswunden oder bei é&sthetischen
Eingriffen der Mamma und dem Gesicht wird berichtet (33,50,42,23). Zu den speziellen
Indikationen an der Brust, neben rekonstruktiven Interventionen nach operativer Therapie bei
Mammakarzinom, zdhlen kongenitale oder erworbene Mammafehlbildungen wie die
Mikromastie, tubuldre Deformititen und das Polandsyndrom (51,52). Als therapeutische
Option steht die AFT auch zur Sekundértherapie des Post-Mastektomie-Schmerzsyndroms und

der schmerzhaften Kapselkontraktur zur Verfiigung. Die Kapselkontraktur zdhlt zu den



wichtigsten und héufigsten Komplikationen der IBR und ist bei bis zu 30 % der Patienten
nachweisbar (53,54). Durch eine AFT ist es moglich den auftretenden Schmerz und den Grad
der Kontraktur zu senken (54). Daneben macht man sich die regenerativen Funktionen der AFT
zur optimierten Genesung nach Strahlentherapie zu Nutze. Es wird angenommen, dass dieser
Effekt auf dem hohen Vorkommen von Stammzellen beruht (55,56). Jedoch ist der CAL auf
Grund des hohen Vorkommens von ADSC als kritisch zu betrachten, da Stammzellen in

experimentellen Studien einen proonkogenen Effekt aufweisen (57).
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Abbildung 1: Prinzip der AFT und die verschiedenen Phasen des zentrifugierten Lipoaspirats mit
der Zusammensetzung der SVF (Shukla ez al. (31), CC BY)

2.4 Mesenchymale Stammzellen aus dem Fettgewebe

Stammzellen aus dem Fettgewebe oder adipogene Stammzellen sind eine bestimmte Art von
MSC mit typischem multipotenten Differenzierungspotential (31,58). MSC wurden erstmals
1976 im Knochenmark entdeckt und besitzen die Fidhigkeit in mesenchymales Gewebe wie
Knochen, Knorpel, Fett-, Sehnen- und Muskelgewebe zu differenzieren (59-61). Jedoch
gestaltete sich der Ernteprozess fiir mesenchymale Knochenmark Stammzellen (BMSC) als
schwierig, da Schmerzen bei der Intervention, hohere Morbiditét und geringe Ausbeute in der

Zellzahl als iiblich galten (58). Erst Anfang der 2000er konnte Fettgewebe als eine weitere



Quelle fiir MSC nachgewiesen werden (58). Somit ergab sich im Vergleich zu BMSC eine
medizinisch gilinstigere Sammelmethode fiir MSC, da ADSC im subkutanen Fettgewebe
ubiquitdr am gesamten Korper vorkommen und Nebenprodukt von &dsthetischen und
therapeutischen Liposuktionen sind (62).

Durch steigendes Interesse an der Stammzellforschung, nahm die Anzahl an Isolations- und
Expansionsmethoden rasant zu. Um ein einheitliches Profil der MSC-Forschung zu schaffen
und so Studien miteinander vergleichbar zu gestalten, etablierte die International Society for
Cellular Therapy (ISCT) Kriterien zur Definition von MSC. Zu den Kriterien zdhlen die
Plastikadhédrenz unter Standardkultur Bedingungen, die Expression der Oberflaichenmerkmale:
CD105, CD90 und CD73, die fehlende Expression von: CD79alpha, CD45, CD34, CD19,
CD14, CDI11b, HLA-DR und als letztes Kriterium die Moglichkeit der MSC zur
Differenzierung zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten in vitro (63,64). Die
verschiedenen MSC teilen sich immunphéanotypische und funktionale Eigenschaften, wobei es

Unterschiede in ihren Sekretomen gibt (65-69).

2.5 Sekretom und Extrazellulire Vesikel der ADSC

Ein Grofteil der Zellkommunikation findet durch sezernierende Mechanismen {iiber einen
parakrinen, endokrinen oder autokrinen Signalweg statt. Das Sekretom der ADSC besitzt eine
hohe Varianz und beinhaltet neben sezernierten Faktoren einige unterschiedliche Typen
extrazelluldrer Vesikel (EV), welche im Rahmen der Zellkommunikation einen wesentlichen
Einfluss ausiiben (70-72). Im Gegensatz zu anderen Zellen sind MSC in der Lage zahlreiche
EV zu produzieren, wodurch sie eine geeignete Quelle fiir Forschungsarbeiten und
therapeutische Interventionen mit EV darstellen (73,74).

Obwohl EV erstmals Anfang der 1970er als solche beschrieben wurden, geht man von einer
viel fritheren Entdeckung mit unklarer Definition der damals entdeckten Strukturen aus (75—
80). Heute definiert die International Society of Extracellular Vesicles (ISEV) EV als natiirlich
sezernierte Partikel, mit Lipiddoppelschicht ohne Fiahigkeit der Replikation (81). Seit der
Entdeckung der EV wurden mehrere Subtypen definiert, die sich nicht nur in ihrer Grdf3e,
sondern auch in ihrer Zusammensetzung aus Proteinen, Nukleinsduren und Lipiden
unterscheiden (73,75). In der Vesiclepedia-Datenbank sind bisher viele einzigartige Molekiile
eingetragen, die in EV vorkommen. Darunter 32.000 Proteine, 19.000 messenger RNA
(mRNA) und 600 Lipide, wovon zurzeit 591 Proteine, 604 micro RNA (miRNA) und wenig



untersuchte Lipide in ADSC-EV bekannt sind (73,82,83). Obwohl die unterschiedliche
Komposition der EV umfassend untersucht wurde, iiberschneiden sich einige Proteinprofile in
den verschiedenen EV. Dieser Aspekt wird jedoch auf fehlende standardisierte Isolations- und
Analysemethoden zuriickgefiihrt (84,85). Die GroBenangabe der verschiedenen EV variiert in
der Literatur; meist wird sie zwischen 1000-5000 Nanometer (nm) bei apoptotischen Kdrpern
(AK), 100-1000 nm bei Mikrovesikeln (MV) und 30-100 nm bei Exosomen (teilweise auch
Nanovesikel genannt) angegeben (81,86—89). Zusitzlich wurde vor kurzem ein weiterer EV-
Subtyp identifiziert. Die Autoren bezeichneten die neuentdeckten EV als Nanovesikel und
haben eine vergleichsweise homogene Grofle von nur 8-12 nm (90). Da in der Literatur
Exosomen oft mit Nanovesikeln gleichgesetzt werden, ist darauf zu achten diese nicht mit den
kiirzlich entdeckten EV zu verwechseln (91).

Eine weitere mogliche Klassifikation der EV ist die Differenzierung in Ektosomen und
Exosomen, wobei AK hiervon ausgenommen sind. Diese Unterteilung zielt auf die
unterschiedliche Biogenese der EV ab. Durch Abschniirung an der Plasmamembran entstehen
die zur Gruppe der Ektosomen gehdrenden Mikrovesikel (92,88,93). Exosomen entstehen auf
eine grundlegend unterschiedliche Art und Weise. Sogenannte frithe Endosomen reifen durch
Akkumulation von intralumindren Vesikeln (ILV) zu spiten Endosomen. Auf Grund der
Morphologie werden die Endosomen auch als multivesikuldre Endosomen (MVE) bezeichnet.
Ab hier kdnnen die MVE mit Lysosomen fusionieren, wodurch der Inhalt von Hydrolasen
zersetzt wird. Eine andere Moglichkeit ist die Exozytose des Inhalts der MVE in das
extrazelluldre Milieu liber bestimmte Membranmolekiile, wie Tetraspanine (vor allem CD63),
lysosomale Proteine und andere im spédten Endosom vorkommenden Molekiile. Nach Fusion
der MVE mit der Zell-Plasmamembran werden die ILV nach Freisetzung als Exosomen
bezeichnet (94,88,95-97).

MYV ihneln in ihrer Biogenese den Exosomen, entstehen aber durch direkte Abschniirung der
Zellmembran und unterscheiden sich somit auch in ihrer Zusammensetzung. Daher sind
wesentliche Bestandteile der MV Zytosol- und Plasmamembran-assoziierte Proteine (88,93).
Die Biogenese von AK unterscheidet sich von den anderen EV fundamental, da sie durch
apoptotische Zellen entstehen und nicht durch exozytotische Vorginge wie es bei MV und
Exosomen der Fall ist. Durch den unterschiedlichen Entstehungsmechanismus, steht ihr Inhalt
im direkten Kontrast zu anderen EV (84). AK enthalten daher intakte Zellorganellen,
Chromatin und andere Substanzen (98). Durch Formung zu Vesikeln, kdnnen AK durch
umliegende Zellen mit ihrem Inhalt phagozytiert und durch das Phagolysosom abgebaut
werden (86,88,99).
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Abbildung 2: Die unterschiedliche Biogenese der verschiedenen EV (Raposo und Stoorvogel (88),
CC BY-NC-SA)

2.5.1 Exosomen

Exosomen wurden 1981 zum ersten Mal als EV erkannt (100). 1983 entdeckte man ihren
komplexen Sekretionsmechanismus iiber Bildung der MVE, jedoch nahm man an sie seien
zelluldrer Abfall (101,94,102,103). Auf Grund ihres endosomalen Ursprungs und Freisetzung
durch Exozytose, etablierte sich der Begriff , Exosom® kurze Zeit spiter und fand so
zunehmend Einzug in die Wissenschaft (94,104).

Die Zusammensetzung von Proteinen und mRNA in Exosomen unterschiedlicher zelluldrer
Herkunft {iberschneidet sich in vielen Anteilen, jedoch sind einige exosomale Proteine fiir
bestimmte Zelltypen spezifisch (105,106). So nimmt der Gewebetyp von MSC-Exosomen im
Bezug zur Tumorforschung einen erheblichen Einfluss auf entweder suppressive oder
onkogene Eigenschaften (75,107). Ebenfalls kann sich die Zusammensetzung der Exosomen
auch innerhalb einer Zelllinie unterscheiden (108). In den letzten 10 Jahren hat die Exosomen-
Forschung exponentiell zugenommen, sodass nach der erstmals 2009 prisentierten ExoCarta
mittlerweile tiber 9000 Proteine und iiber 3000 mRNA in Exosomen nachweisbar sind

(73,75,109,110). Durch den endosomalen Ursprung von Exosomen nahm man an, dass einige
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Zellproteine, die mit Mitochondrien oder dem Nukleus assoziiert sind, nicht in Exosomen
vorkommen. Neue Erkenntnisse in der intrazelluliren Kommunikation des mitochondrialen
und endolysosomalen Systems stellen die urspriingliche Annahme in Frage und lassen
vermuten, dass auch nicht-endosomale Substanzen Bestandteil in Exosomen sein konnen
(84,111).

Zur Isolation von Exosomen gibt es verschiedene Ansétze. Eine hiufig verwendete und 1996
zuerst genutzte Variante besteht in der Moglichkeit zellfreies, konditioniertes Medium zu
Zentrifugieren und im Verlauf zu ultrazentrifugieren (bis zu 100.000 relative centrifugal force
(ref)) (112,96). Weiter gibt es die Ultrafiltrationsmethode. Sie wurde 2002 zur
Massenproduktion von Exosomen entwickelt um diese im klinischen Bereich anzuwenden
(113). Die neben der Ultrafiltrationsmethode in der vorliegenden Arbeit genutzte
Isolationsmethode ldsst sich bis auf das Jahr 2001 zuriickverfolgen. Dabei macht man sich die
in der Plasmamembran reich vorkommenden Tetraspanine CD9, CD63 und CDS81 der
Exosomen zu Nutze und bindet sie an mit Antikdrpern besetzte magnetische Elemente (114).
Unter anderem dienen die Tetraspanine der Zellkommunikation und interagieren zwischen
Proteinpartnern von Exosomen, wie Haupthistokompatibilititskomplex Molekiilen und

Integrinen (106,115).

2.6  Onkologische Sicherheit der autologen Fetttransplantation

Um Rezidive einer urspriinglichen Tumorerkrankung zu minimieren, muss mindestens ein
proonkogener Effekt durch die AFT ausgeschlossen werden. Weiter darf die Methode keinen
negativen Einfluss auf die Qualitdt der Nachsorgeuntersuchungen nach operativer
Tumorresektion haben. Auf Grund intensiv ausgeiibter Kritik gegeniiber der Erfiillung dieser
Voraussetzungen, wurden bereits viele Versuche unternommen die Sicherheit der AFT
nachzuweisen.

Ein obligatorischer Bestandteil nach Tumorresektionen der Mamma, ist die regelmiBige
Nachsorge durch verschiedene Arten bildgebender Verfahren. Um frithe Rezidive zu erkennen,
ist daher eine hochwertige Rontgenaufnahme entscheidend. Beeintrdchtigt wird diese
Nachsorgeuntersuchung durch Komplikationen und morphologische Verdnderungen einer
AFT. Dazu zihlen die Entstehung von Mikrokalzifikationen, Zysten und Fettgewebsnekrosen
im implantierten Areal (116,117). Dadurch werden mdglicherweise Karzinome maskiert und

bleiben durch Radiologen unentdeckt oder fiihren zu weiteren invasiven Maflnahmen (116—
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119). So miissen auffillige Befunde in der Nachsorgeuntersuchung durch Biopsien weiter
abgeklirt werden und stellen eine zusétzliche Belastung fiir Patienten dar (116).

Die zwei Elemente Neovaskularisierung und Produktion von Wachstumsfaktoren sind fiir eine
erfolgreiche AFT unerlédsslich und bilden die Grundlage fiir ein vitales Transplantat (66).
Jedoch wirken sich diese Faktoren auch positiv auf das Fortbestehen von Residualtumorzellen
aus, weshalb ein proonkogener Effekt durch die AFT ausgeschlossen werden muss (66). Die
Unsicherheit beziiglich der AFT ist besonders durch das Vorkommen von ADSC bedingt, da
sie durch ihren positiven Einfluss auf Regeneration und Neovaskularisierung ein optimales
Tumormilieu darstellen (120). Grade der CAL, durch den explizit hohen Anteil an ADSC, muss
kritisch betrachtet werden. Die aktuelle Datenlage bietet noch heute ambivalente Ergebnisse
zur onkologischen Sicherheit der AFT (120). Obwohl dieser Aspekt mehrfach untersucht
wurde, konnte bisher kein géinzlicher Konsens gefunden werden (120). Klinisch wurde
wiederholt kein Unterschied in der Rezidivrate nach Tumorresektion inklusive oder exklusive
AFT festgestellt (121,122). Jedoch zeigten sich in experimentellen Ansdtzen Hinweise auf
proonkogene Eigenschaften der ADSC. So konnte eine Zunahme der Proliferation von
Tumorzellen unter Einfluss von ADCS nachgewiesen werden (123). In vivo Experimente
belegen diese Annahme, dass ADSC eine Tumorprogression und die Vaskularisierung der
Tumormikroumgebung begiinstigen (124).

Obwohl bereits viele Studien zur bestehenden Problematik veroffentlicht wurden, weisen
einige der bisher erhobenen Daten nur einen geringen Grad an Evidenz auf und erschweren so
den Vergleich dieser Studien (120). Deshalb wird aus heutiger Sicht weiterhin angenommen,
dass noch nicht geniigend Daten zur Abkldrung der vollstindigen onkologischen Sicherheit

dieser Rekonstruktionsmethode vorliegen (125,117,126).

2.7 Onkogenese und Tumormikroumgebung

Die Entstehung von Tumoren ist ein multimodaler Prozess und beschrédnkt sich nicht alleine
auf das Entarten einzelner Zellen (127). Obwohl die Entartung einen wesentlichen Beitrag
leistet, werden andere Faktoren als essenziell fiir die Tumorentwicklung beschrieben und
weisen Gemeinsamkeiten zwischen verschiedenen Tumorentititen auf (128). Diese Faktoren
lassen sich unter den sogenannten Kennzeichen fiir Tumoren oder im Englischen ,,Hallmarks
of cancer* zusammenfassen (127). Im Jahre 2000 wurden die urspriinglichen sechs

Kennzeichen definiert: Persistenz von  Proliferationssignalen, Umgehung von
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Wachstumssuppressionsmechanismen, Aktivierung von Gewebeinvasion und Metastasierung,
Féhigkeit zur unlimitierten Zytokinese, Induktion der Angiogenese und Resistenz gegeniiber
Apoptose (128). Durch neue Forschungsergebnisse nehmen die Anzahl sowie der Umfang der
Kennzeichen stetig zu, sodass heutzutage bisher 14 Kennzeichen, mit zunehmender Tendenz,
beschrieben worden sind (128).

Die Entartung von Zellen ist ein permanenter Prozess im Korper, welcher durch ein
funktionierendes Immunsystem reguliert wird. Durch dysregulierte Umgebungsbedingungen,
die sogenannte Tumormikroumgebung mit dem tumorassoziierten Stroma, wird das Entstehen
eines Tumors aus zuvor entarteten Zellen begiinstigt und ist daher eine komplexe Interaktion
verschiedener Zelltypen und nicht nur eine Masse an proliferierenden Tumorzellen (129,130).
Dabei leisten rekrutierte Zellen und Makromolekiile des tumorassoziierten Stromas einen
wesentlichen Beitrag zur Entstehung eines Tumors (129,130,127).

Die Mikroumgebung eines Tumors, mit dem umliegenden Stroma und organspezifischen
Parenchym, unterscheidet sich zwischen den Tumorentititen, sodass im Rahmen von
Mammakarzinomen vorwiegend Adipozyten und ADSC, aber auch tumorassoziierte
Fibroblasten und Zellen des Immunsystems, den groften Anteil der Mikroumgebung
ausmachen (131). Es konnte gezeigt werden, dass Adipozyten im unmittelbaren Umfeld von
Tumorzellen durch diese angeregt werden, um spezifische inflammatorische Zytokine zu
produzieren, wodurch proonkogene Effekte initilert werden konnen (131). Diese
Zytokinproduktion konnte ebenfalls fiir ADSC nachgewiesen werden, sodass in mehreren
Modellen eine proliferative Wirkung von ADSC auf Tumorzellen beschrieben wurde (131).
Dariiber hinaus wird in Anwesenheit von ADSC das Potential zur Metastasierung, Invasion und
Angiogenese von Tumorzellen verstirkt (132). Die Wirkung von ADSC auf Tumorzellen ist
nicht nur unidirektional, sondern bildet eine bidirektionale Interaktion beider Zelltypen (132).
Neben funktionellen und phénotypischen Verdnderungen in tumor-rekrutierten ADSC, haben
Tumorzellen durch den sogenannten ,,Homing-Effekt* eine rekrutierende Wirkung auf ADSC
und stellen einen gewissen Anziehungspunkt fiir diese dar (133,132,134). Der Homing-Effekt
ist nicht lokal begrenzt, sodass eine Rekrutierung der ADSC iiber den gesamten Organismus
ausgeiibt wird. Es besteht die Annahme, dass dieser Effekt auf einer inflammatorischen
Komponente durch Zytokine beruht (132,135,136).

Obwohl Mammakarzinomzellen weniger resistent in vitro als andere maligne Zellen sind und
das Kultivieren von Tumorzellen damals noch durch erhebliche Schwierigkeiten beeintréchtigt
wurde, gelang es erstmals 1958 Mammakarzinomzellen zu vervielfdltigen (137). Daraus

entstand die erste Mammakarzinomzelllinie BT-20 (137). Eine lange Zeit nahm man an, dass
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sich die verschiedenen Mammakarzinomzelllinien nur gering unterscheiden, jedoch konnte die
Differenz unter den Zelllinien durch moderne Verfahren, wie der genetischen Analyse,
dargestellt werden (138). Die bisher etablierten Mammakarzinomzelllinien unterscheiden sich
neben anderen Charakteristiken auch in ihrem Hormonrezeptorstatus. In der vorliegenden
Arbeit wurde die MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) Zelllinie flir die Versuche
verwendet, wobei diese als eine der ersten geziichteten Hormonrezeptor-positiven
Mammakarzinomzelllinien gilt (139,140). Die urspriinglichen MCF-7 Tumorzellen wurden
einer kaukasischen 69-jdhrigen Patientin mit einem metastasierten duktalen Adenokarzinom
aus einem malignen Pleuraerguss im Jahre 1970 entnommen und erfolgreich in der priméren
734B Zellkultur kultiviert (140). Erst ein Jahr spéter etablierte sich unter regelméBiger
Passagierung mit Trypsin die stabile MCF-7 Zelllinie (140). Der Begriff MCF-7 ist ein
Akronym und steht flir die Herkunft der Zelllinie: Michigan Cancer Foundation, wobei die
sieben den siebten Versuch von Dr. Soule zur Herstellung einer Tumorzellinie darstellt (141).
Seitdem gelten die MCF-7 Zellen als die am hiufigsten untersuchten Mammakarzinomzellen
iiberhaupt und haben, sowie hatten bereits einen fundamentalen Einfluss auf die

Tumorzellforschung (138,141).

2.7.1 Zellzyklus, Pro- und antiapoptotische Signale

Der Zellzyklus besteht aus vier unterschiedlichen Phasen mit Checkpoints als
Kontrollinstanzen. In der Gi-Phase bereitet sich die Zelle auf die anstehende DNA-Synthese
durch Wachstum und Proteinbiosynthese vor. Daran schlieft sich die eigentliche DNA-
Synthese mit der S-Phase an. Diese dient der Verdopplung der DNA, damit sie in einem
diploiden Satz vorliegt und gleichmédBig aufgeteilt werden kann. Zur Vorbereitung auf die
Mitose nimmt das Zellwachstum in der G>-Phase weiter zu. In der M-Phase geschieht die
eigentliche Zytokinese und es entstehen zwei Tochterzellen. Hier beginnt der Zyklus erneut
(142). Je nach Phase haben spezifische Signale inhibierende oder aktivierende Funktionen auf
die Zelle, sodass sie entweder aktiv ist und Zytokinese betreibt, in bestimmten Phasen verweilt
oder ruht. Um die unkontrollierte Proliferation einer Zelle und somit eine der ,,Hallmarks of
cancer* zu vermeiden, gibt es streng regulierte Mechanismen. Zu verschiedenen Zeitpunkten
und iiber verschiedene Signalwege konnen diese in den Zellzyklus eingreifen und so den
Ubertritt in die nichste Phase verhindern oder Apoptose einleiten (128,142). Die sogenannten

Cyclin-Dependent Kinases (CDK) regulieren dabei als Schliisselfaktoren die Transition in
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verschiedene Phasen des Zellzyklus (142). Die Aktivierung dieser ist wiederum von anderen
Faktoren abhéngig (143). Eine andere Moglichkeit der Zytokinese Regulation erfolgt iiber das
Registrieren von DNA-Schdden und Fehlfunktionen anderer Zellorganellen, wodurch diese
zum Zyklusarrest fiihren oder sogar Apoptose initiieren (144). Der programmierte Zelltod,
Apoptose, ist im Gegensatz zur Nekrose, dem unkontrollierten Zelltod, ein physiologisches
Phénomen, welches nicht nur zur Eliminierung geschidigter Zellen eingesetzt wird. Bereits in
der embryologischen Entwicklung ist die Apoptose ein essenzieller Bestandteil fiir die
Entwicklung des Organismus (145).

Die Apoptose ist eine komplexe Verkettung von Signalwegen, die schlieSlich zum Zelltod fiihrt
und dabei iiber den extrinsischen und intrinsischen Signalweg eingeleitet werden kann (145).
Wihrend das extrinsische System durch den Tumor Nekrose Faktor rezeptorabhéngig gesteuert
wird, ist der intrinsische Signalweg mitchondrial reguliert und resultiert in einer Aktivierung
von Proteinen der B-Cell Lymphoma 2 (Bcl-2) Familie (146,142). Proapoptotisch wirken in
der Gruppe Bcl-2-Associated X Protein (Bax) und Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer (Bak)
durch eine Translokation nach intramitochondrial. Darauf folgt eine Destabilisierung der
mitochondrialen Membran und somit eine Freisetzung von proapoptotischen Proteinen aus dem
Mitochondrium wie Cytochrom c¢ und anderen Faktoren mit anschlieBender Aktivierung von
Caspasen (146-148). Hingegen fithren Bcl-2 und B-Cell Lymphoma-Extra Large (Bcl-xr)
selbst zu einer Stabilisierung der Barrierefunktion der Mitochondriumembran und blockieren
den Transfer von Apoptose-induzierenden Faktoren durch eine Hemmung von Bax und Bad
(146,149). Bcl-2 und Bcel-xp wiederum konnen einer Hemmung durch Bcl-2 Associated
Agonist Of Cell Death Protein (Bad) unterliegen und den antiapoptotischen Effekt reduzieren,
sodass proapoptotische Signale iiberwiegen (142,150).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des extrinsischen und intrinsischen Signalwegs der
Apoptose in vereinfachter Form (eigene Darstellung in Anlehnung an Plati et al. (151))

2.7.2  p53 und pRB als Tumorsuppressorproteine

In der Regulation der Apoptose stellen neben Proteinen der Bcl-2 Familie auch
Tumorsuppressorproteine einen wesentlichen Anteil dar. Das bekannteste und damit am
intensivsten erforschte unter ihnen ist das Tumorsuppressorprotein 53 (p53), welches durch das
TP53-Gen exprimiert wird (152). p53 interagiert auf direktem Weg mit den Proteinen der Bcl-
2 Familie und ist somit am intrinsischen Signalweg der Apoptose involviert. Biochemisch kann
p53 Bcl2 und Bcel-x binden und neutralisieren, sodass eine vermehrte Freisetzung von Bax und
Bak, den proapoptotischen Proteinen, resultiert (152,153). Eine weitere Wirkung von p53 ist
der Arrest des Zellzyklus in der Gi- sowie Gz-Phase als Transkriptionsfaktor. Durch p53 wird
der CDK-Inhibitor = p21/WAFI/CIP1  exprimiert und vermittelt durch das
Tumorsuppressorprotein 21 (p21) eine Inhibition der Cyclin-CDK-Komplexe im Ubergang von
der Gi- zur S-Phase (154,155). Dadurch ist eine Transition in die S-Phase nicht mehr moglich
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und der Zellzyklus stagniert. Regulative Effekte durch p53 wurden ebenfalls in der G2-Phase
beschrieben. Eine p53 induzierte Transkription von p21 und anderen Faktoren wie 14-3-3c und
GADDA45 hemmen hier die Progression der G2- zur M-Phase (154,156,157). Somit stellt p53
neben vielen weiteren Interaktionen, eine wichtige und komplexe Funktion mit Faktoren der
Apoptoseinduzierung und der Zellzyklusregulierung dar.

Ebenfalls zur Gruppe der Tumorsuppressorproteine zéhlt Retinoblastoma-Associated Protein
(pRB) und wird durch das RBI-Gen kodiert. Dieses gilt als erstes entdecktes
Tumorsuppressorprotein (158). RBI wurde erstmals im Retinoblastom entdeckt, wodurch das
pRB seinen spezifischen Namen erhielt (159). Mutationen in dem Gen und anderen
Funktionsverlusten des Proteins sind nicht nur auf das Retinoblastom begrenzt, sondern
konnten bereits in einer Vielzahl anderer Tumoren nachgewiesen werden (158,160). pRB gilt
als zentraler Regulator des Zellzyklus und vermittelt seine Wirkung als Ko-
Transkriptionsfaktor (161). Durch Komplexbildung mit den Transkriptionsfaktoren der E2F
Familie, fiihrt dies zu einer Herunterregulierung von Genen, die an der Transition von der Gi-
zur S-Phase beteiligt sind (158). Darunter auch die der CDK-Familie, wodurch ein Arrest des
Zellzyklus resultiert (162). Die tumorsuppressive Eigenschaft von pRB erfolgt somit {iber eine
Hemmung von wachstumsfordernden Genen und unterscheidet sich dadurch von p53, welches
eine tumorsuppressive Wirkung durch Aktivierung von wachstumshemmenden Genen austibt

(162).

2.7.3 Angiogenese und Wachstumsfaktoren in der Tumorentwicklung

Die Induktion der Angiogenese ist als eine der ,,Hallmarks of cancer* essenzieller Bestandteil
in der Entstehung von Tumoren (128). Es herrscht eine fundamentale Beziehung zwischen
Angiogenese und dem Wachstum eines Tumors, sodass eine unzureichende Vaskularisation zu
einer maximalen Tumorgréfe von nur 2-3 mm im Durchmesser fiihrt (163).

Das Innere einer GefiBwand wird durch Endothelzellen gebildet, die sich unter physiologischen
Bedingungen in einem Ruhezustand befinden (164). Unter Einwirkung von hypoxischen
Zustinden oder Gewebeverletzungen formen Endothelzellen neue Gefille, die Angiogenese,
durch eine Sequenz von Vasodilatation, Degradierung der Basalmembran, Migration von
Endothelzellen, Chemotaxis, Zunahme der vaskuldren Permeabilitdt, Proliferation der
Endothelzellen und schlieBlich der eigentlichen Gefil3bildung (164,165). Die Faktoren der

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Familie nehmen dabei relevanten Einfluss auf die
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Induktion der Angiogenese von Gewebe. Unter der VEGF-Familie stellt Vascular Endothelial
Growth Factor A (VEGFA) den Hauptfaktor fiir diesen Prozess dar und vermittelt seine
angiogenetische Wirkung iiber den VEGF-Rezeptor 2 (165,166). Je nach Konzentration des
VEGF-Rezeptor-2 in den einzelnen Endothelzellen, wird so um den Ursprung eines neuen
Gefidlles konkurriert (167). Die angiogenetische Aktivitdit von VEGF ist, neben weiteren
Komponenten, auf das Uberleben der Endothelzellen zuriickzufiihren (168). VEGF wirkt sich
auf den Zellzyklus durch eine positive Korrelation der Expression von Bcl-2 aus, wobei dieser
antiapoptotische Effekt insbesondere fiir Endothelzellen festgestellt werden konnte (168). Eine
antiapoptotische Wirkung vermittelt durch Bcl-2 von VEGF auf Tumorzellen und speziell der
MCF-7 Zelllinie wurde ebenfalls nachgewiesen (169,170). Dadurch, dass die Funktion von
VEGF nicht nur auf die Angiogenese beschrinkt ist und es regulatorische Elemente im
Zellzyklus aufweist, muss von einer wesentlich komplexeren Wirkung des Faktors
ausgegangen werden.

Zur Familie der Wachstumsfaktoren zdhlen viele weitere Proteine. Neben VEGF sind im
Rahmen des Zellwachstums und der Proliferation die Faktoren Fibroblast Growth Factor
(FGF), Connective Tissue Growth Factor (CTGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF),
Epidermal Growth Factor (EGF) und Plateled-Derived Growth Factor (PDGF) relevant (171).
Durch regulative Fihigkeiten und iiber verschiedene Signalkaskaden konnen die
Wachstumsfaktoren Einfluss auf Tumorwachstum und Metastasierung nehmen. Besonders
PDGF und FGF stellen eine grofle angiogenetische Potenz dar und kénnen wie VEGF auf
Endothelzellen und andere Zellentitdten wirken (172,173). Im weiteren Verlauf wird der Fokus
auf die PDGF-Familie gelegt, wobei die Proteine der Gruppe strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten zu VEGF haben und dadurch zu einer gemeinsamen Obergruppe gezihlt werden
(174). PDGF kann iiber Disulfidbriicken Homo- und Heterodimere bilden und tragt durch die
Dimerbildung so zu einer héheren Diversitét des Faktors bei (175). PDGF-AA, PDGF-AB und
PDGF-BB werden daher nur durch die zwei Gene PDGF-4 und PDGF-B kodiert (176). Spater
wurden weitere Faktoren, PDGF-C und PDGF-D, sowie die dazugehdrigen Gene entdeckt und
der PDGF-Familie zugeordnet (177). Die Wirkung von PDGF-A und -B, sowie -C und -D wird
jedoch nur durch die PDGF-Rezeptoren a, oy und B vermittelt (177). Die Funktion von PDGF
ist vielseitig und bereits im Embryonalstadium der Organismusentwicklung essenziell (177). In
Bezug auf die Kanzerogenitit, sind viele Tumoren in der Lage PDGF zu exprimieren und so
dabei proonkogenen Einfluss in Form von Angiogenese, Proliferation, Migration und
Immunfunktion zu nehmen (178). Es konnte gezeigt werden, dass besonders PDGF-BB den

Prozess der Angiogenese stimuliert, sodass dieser Faktor die VEGF-Synthese in Endothelzellen
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der Tumormikroumgebung induziert (179). Weiter scheint PDGF-BB ebenfalls Funktionen der
Zellrekrutierung auszuiiben und dadurch die Tumormikroumgebung proonkogen zu gestalten
(178). Es wird angenommen, dass die Zellrekrutierung durch Migration von ADSC zu
Tumorzellen hauptsiachlich von der Expression von PDGF-BB abhingig ist (180).
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3 Zielsetzung

Obwohl der Einfluss von ADSC und deren EV auf Tumoren vielfach untersucht wurde, gibt es
trotzdem unklare und teils kontroverse Ergebnisse. Es gilt herauszufinden, wie der Einfluss von
Stammzellen sich auf Tumoren auswirkt, da sich die rekonstruktive Therapie nach Eingriffen
bei Mammakarzinomen die positiven Effekte und Eigenschaften von ADSC in der AFT zu
Nutze macht. Als negativen Begleiteffekt der AFT wird in einigen Studien auf einen
moglicherweise kanzerogenen Effekt hingewiesen. Bisher wurden ADSC selbst und deren
Mikrovesikel, und erst im geringen Ma3 Exosomen, in ihrer Wirkung auf MCF-7 Zellen
erforscht.

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem Einfluss von aus Lipoaspirat gewonnenen
ADSC und deren isolierten Exosomen auf das Tumorpotential von MCF-7 Zellen in vitro, um
neue Erkenntnisse zur onkologischen Sicherheit der AFT zu gewinnen. Dazu wurden zunéchst
Vitalititstests und Zytotoxizitdtstests mit ADSC-konditioniertem Medium (ADSC-KM) und
Exosomen in verschiedenen Konzentrationen angefertigt. Um neben kolorimetrischen Assays
die molekularbiologischen Effekte von Exosomen und ADSC-KM der ADSC
nachzuvollziechen, wurde nach deren Einfluss auf Tumorzellen RNA isoliert und
Polymerasekettenreaktionen (polymerase chain reaction, PCR) durchgefiihrt. In den PCR
wurden Gene der Kategorien: antiapoptotische und proapoptotische Gene der Bel-2 Familie,
Tumorsuppressor- und Wachstumsfaktorgene untersucht.

Durch die vielseitige Betrachtungsweise der Exosomen auf Tumorzellen, soll ein annédhernd
ganzheitliches Bild iiber deren Effekt prisentiert werden, um rekonstruktiven Eingriffen mit

ADSC in der plastischen Chirurgie zukiinftig mehr Sicherheit zu gewéhren.
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4 Material und Methoden

4.1 Isolierung von humanen adipogenen Stammzellen aus Lipoaspirat

Fir die Versuche wurden frisch isolierte oder eingefrorene ADSC genutzt.
Zur Isolation der Stammzellen wurden 15 Milliliter (ml) Fettgewebe, welches zuvor per
Liposuktion gewonnen wurde, mit 15 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose
(DMEM) vermengt. Dazu wurden 750 Mikroliter (ul) einer 2 % Kollagenaselosung
(Collagenase von Clostridium hystolyticum, Sigma Aldrich) hinzugegeben. Nach sorgfiltigem
Mischen wurde die Suspension fiir 1 Stunde bei 37 °C in einem Inkubator mit Mischfunktion
inkubiert. Danach wurde bei 500 revolutions per minute (rpm) fiir 5 Minuten (min) zentrifugiert
und die verschiedenen Phasen bis auf die SVF abgenommen. Die SVF wurde mit 10 ml
Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma Aldrich) resuspendiert und erneut bei 500 rpm fiir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder bis auf die SVF abgenommen und die SVF mit
1 ml Medium resuspendiert. Das Zellkulturmedium bestand aus a-Minimum Essential Medium
Eagle (a-MEM, Sigma Aldrich) mit 10 % Fetal Bovine Serum (FBS, PAN-Biotech) und 1 %
Penicillin und Streptomycin. Das resuspendierte Pellet wurde in eine T175 Flasche mit 20 ml
Medium tiberfiihrt. Die Wachstumsbedingungen zur Kultivierung waren 37 Grad Celsius (°C)
und 5 % Kohlenstoffdioxid (COz). Das Medium wurde alle zwei Tage erneuert. Nach dem
Erreichen einer Subkonfluenz von 80 % wurden die Zellen passagiert. Danach wurden die
Zellen nach dem Zentrifugieren bei 500 rpm fiir 5 min mit 500 pl Freezing Medium (a-MEM,
10 % Dimethylsulfoxid (DMSO), 10% FBS und 1% Penicillin und Streptomycin)
resuspendiert. Darauf erfolgte die Lagerung der Suspension bei -180 °C im Stickstofftank.

4.2 Kultivierung und Passagierung der humanen adipogenen Stammzellen

Die zuvor eingefrorenen Zellen wurden fiir die weiteren Versuche verwendet. Nach dem
Auftauen der Zellen wurde 500 ul Medium zugegeben und bei 300 rpm fiir 5 min zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand mit dem restlichen DMSO entfernt. Das Pellet wurde mit 1 ml
Medium resuspendiert und in eine T175 Flasche iiberfiihrt.

Nachdem die Konfluenz 80 % betrug, wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium
der T175 Flasche entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und 2 ml Trypsin hinzugegeben.

Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 37 °C 16sten sich die Zellen von dem Grund der
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Flasche. Danach wurde die Reaktion mit 4 ml Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde fiir
5 min bei 300 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und das Pellet in
I ml Medium gelost. Nach vollstindiger Losung wurden weitere 9 ml Medium zugegeben. Zum
Zidhlen der Zellen in der Suspension, wurden 10 pl dieser auf eine Neubauer Zdhlkammer
aufgetragen und bei 40-facher VergroBerung ausgezihlt. Fiir die weitere Kultivierung wurden
5.000 Zellen/cm? in einer T175 Flasche ausgesit und mit 20 ml Medium versetzt. Das Medium
wurde alle zwei Tage erneuert. Bei einer Konfluenz von 80 %, wurden die Zellen erneut
passagiert.

Die Kultivierung und Exosomenisolierung fand bis zur Passage 6 statt.

4.3 Kultivierung und Passagierung der MCF-7 Zellen

Die MCF-7 Zellen wurden von einem kommerziellen Hindler (Cell Lines Service) in Passage
37 erworben. Die eingefrorenen Zellen wurden aufgetaut und 500 pl Medium (o-MEM) mit
10 % FBS und 1 % Penicillin und Streptomycin hinzugegeben. Danach wurden sie bei 300 rpm
fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Pellet mit 500 pl Medium
resuspendiert. Die Suspension wurde in eine T75 Flasche {iberfiihrt und weitere 9,5 ml Medium
hinzugegeben.

Die MCF-7 Zellen wurden zur Kultivierung und Passagierung nach gleichem Protokoll, wie
die adipogenen Stammzellen behandelt. Jedoch wurden sie mit 30.000 Zellen/cm? ausgesit und
in T75 Flaschen kultiviert.

Die Versuche wurden in den Passagen 40 - 50 durchgefiihrt.

4.4 Isolierung der Exosomen von humanen adipogenen Stammzellen

Die Isolierung der Exosomen fand in verschiedenen Schritten statt.

1) Kultivierung in serumfreiem Medium
2) Serielle Zentrifugation und Filtration zur Reinigung des ADSC-KM
3) Konzentration des ADSC-KM durch Ultrafiltration

4) Isolierung der Exosomen aus Ultrafiltrat
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4.4.1 Inkubation in serumfreiem Medium

Bei einer Konfluenz von 80 % wurde das Néahrmedium der adipogenen Stammzellen entfernt
und sie wurden zweimal mit PBS gewaschen. Danach wurden pro T175 Flasche 15 ml Medium
(a-MEM) mit 1 % Penicillin und Streptomycin ohne Serum hinzugegeben. Die Inkubation mit
serumfreiem Medium war notwendig, da im FBS Exosomen bovinen Ursprungs vorkommen.
Insgesamt wurden fiinf T175 Flaschen genutzt. Nach 24 Stunden wurde das ADSC-KM

gesammelt und sofort weiterbearbeitet.

4.4.2 Reinigung des ADSC-KM

Vor der eigentlichen Exosomenisolation wurden 75 ml ADSC-KM mit serieller Zentrifugation
und Filtration gereinigt. Um Zellen, Zelldebris und groBere Vesikel zu entfernen, wurde bei
300 ref fiir 10 min, bei 2000 rcf fiir 30 min und bei hdchster Zentrifugengeschwindigkeit fiir 45
min zentrifugiert. Zwischen jedem Zentrifugationsschritt wurde das ADSC-KM in ein neues
Gefdl} iiberfiihrt. Im letzten Schritt wurde es mit einem 0,2 Mikrometer (um) Spritzenfilter

(Sarstedt) filtriert.

4.4.3 Konzentrierung des ADSC-KM

Zur Konzentrierung des ADSC-KM wurde die Ultrafiltrationsmethode genutzt. Eingesetzt
wurden Centricon Plus-70 Zentrifugen-Filtereinheiten (Merck Millipore) mit 100 Kilodalton
(kDa) Molecular Weight Cut Off (MWCO).

Zur Desinfektion der Filtereinheit wurde mit 50 ml 70 % Ethanol bei 3500 rcf fiir 5 min
zentrifugiert und anschlieBend das Ethanol entfernt. Um vorhandene Ethanolreste zur
entfernen, wurde die Einheit mit 50 ml PBS bei 3500 rcf fiir 5 min gespiilt. Nach Entfernen des
PBS wurden 70 ml ADSC-KM in den Filter iiberfiihrt und bei 3500 rcf fiir 40 min bei 4 °C
zentrifugiert. Danach wurde die Vorrichtung umgedreht und mit einem Sammelbehélter
gekoppelt. Um das Konzentrat zu gewinnen, wurde bei 1000 rcf fiir 2 min zentrifugiert. Das

Endvolumen des Ultrafiltrats nach der Konzentrierung betrug etwa 350 pl.
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4.4.4 Magnetische Separation des Ultrafiltrats

Die eigentliche Exosomenisolierung fand als letzter Schritt statt. Dafiir wurde das Exosome
Isolation Kit Pan, human (Miltenyi Biotec) genutzt. Das Prinzip beruhte auf der Kopplung der
exosomalen Tetraspanine mit magnetischen Partikeln und der anschliefenden Separation
dieser. Alle der hier verwendeten Materialien lagen dem Kit bei.

Die etwa 350 pl des Ultrafiltrats wurden mit 50 pl Exosome Isolation MicroBeads gemischt,
kurz gevortext und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Danach wurden der
Equilibration Buffer und Isolation Buffer auf RT erwidrmt. Eine pColumn wurde in das
magnetische Feld des pMACS Seperator (Miltenyi Biotec) eingefiihrt, zuerst mit 100 ul
Equilibration Buffer und danach dreimal mit 100 pl Isolation Buffer gespiilt. Dann wurde die
Probe in die pColumn tiberfiihrt und viermal mit 200 pl Isolation Buffer gespiilt. Die pColumn
wurde vom pMACS Seperator getrennt und auf ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefdl montiert. Es
wurden 100 pl Isolation Buffer hinzugegeben und mit dem beiliegenden Stempel gespiilt. In
dem 1,5 ml Gefdll befanden sich nun etwa 100 pl Exosomenkonzentrat. Es wurde zwischen

jedem Schritt auf eine vollstandige Entleerung des pColumn Reservoir geachtet.

4.5 Western Blot

Es besteht die Moglichkeit Exosomen per Western Blot nachzuweisen, da primire Antikorper
an verschiedene Tetraspanine der Exosomen wie z.B. CD9, CD63 und CDS81 binden kdnnen.

Das Verfahren bestand aus drei Schritten.

1) Auftrennung der Proteine und Exosomen nach GroBe per Gelelektrophorese
2) Ubertragung auf eine Trigermembran

3) Visualisierung der Proteinbanden durch Antikorper

4.5.1 SDS-PAGE

Zuerst mussten das Running Gel (Trenngel) und Stacking Gel (Sammelgel) hergestellt werden.
Das 10 %ige Trenngel bestand aus 30 % Acrylamid, 1,5 Mol (M) Tris Base (potencia
Hydrogenii (pH) 8,8) als Puffer, 10 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) und destilliertem Wasser.
Fiir das Trenngel wurden 8,94 ml Running Gel, 60 pl Ammoniumperoxidsulfat und 20 pl
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Temed miteinander vermengt. Das Gemisch wurde zum Polymerisieren in die Gelkammern
gefiillt, mit Isopropanol iiberschichtet und dann 30 min bei RT inkubiert. Danach wurde das
Isopropanol abgegossen und die Gelkammern mehrfach mit Wasser gespiilt. Um die Gelqualitét
nicht zu beeinflussen, wurde das restliche Wasser mit Whatman Filterpapier entfernt. Auf das
Running Gel wurde nun Stacking Gel gegeben. Das 5 %ige Stacking Gel besteht aus 30 %
Acrylamid, 0,5 M Tris Base (pH 6,8), 5 % SDS und destilliertem Wasser. Zu 2,97 ml Stacking
Gel wurden 32 pl Ammoniumperoxidsulfat und 6 pl Temed hinzugegeben und vermischt.
Danach wurde es auf das Running Gel gegeben. Anschliefend wurde ein Kamm in das noch
fliissige Gel eingesetzt. Die Zeit zur vollstindigen Polymerisierung des Gels betrug ebenfalls
30 min.

Zur Vorbereitung der Probe wurden 15 pl Exosomenkonzentrat mit 15 pl nicht-reduzierendem
Laemmli-Puffer, bestehend aus 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 30 % Glycerol, 6 % SDS und 0,02 %
Bromphenolblau aufgefiillt. Die Mischung wurde gut vermengt und bei 95 °C fiir 5 min
inkubiert. Die Gelkammern wurden in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit 1x
Laufpufter, bestehend aus Tris, Glycin, SDS und destilliertem Wasser, aufgefiillt. Der Kamm
wurde entfernt und die einzelnen Kammern mit einer Kaniile ausgespritzt. In die erste Kammer
wurden 3 pl der Proteinleiter (Page Ruler Prestained NIR, Thermo Scientific) eingefiillt. In die
zweite Kammer wurden 30 pl des Exosomen-Puffer Gemischs pipettiert. Danach wurde die
Elektrophorese bei 4 °C fiir 20 min bei 80 Volt (V) gestartet. Darauf folgten 100 min bei 150 V.
1 Zentimeter (cm) bevor die Lauffront das Ende des Gels erreicht, wurde das Gel mit einem

Spatel aus der Glasplatte genommen.

4.5.2 Transfer und Blocking

In den letzten beiden Schritten wurden die Proteine und Exosomen vom Gel auf eine Membran
iibertragen. Dazu wurden in einer Wanne die Nitrocellulosemembran (Amersham Protran 0.2
NC, Sigma-Aldrich), zwei Schwdamme und vier Filterpapiere in 1x Transferpuffer eingelegt. In
folgender Reihenfolge wurde der Western Blot mit dem Gel zusammengesetzt: Schwamm,
zwei Filterpapiere, Membran, Gel, zwei Filterpapiere, Schwamm. Mit Hilfe eines 15er Falcon
wurden Luftblasen durch Rollen entfernt. Die Kassette wurde in eine Laufkammer mit 1x
Transferpuffer und einem Kiihlelement eingesetzt. Nachdem die Kammer verschlossen wurde,

fand der Transfer der Partikel des Gels auf die Membran bei 4 °C fir 60 min bei 100 V statt.
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Danach wurde die Membran zurechtgeschnitten und in eine lichtgeschiitzte Inkubationsbox
iiberfithrt. Dazu wurden 10 ml Odyssey-Blockingpuffer (LI-COR), 1:4 verdiinnt mit PBS,
hinzugegeben. Bei RT wurde fiir eine Stunde auf dem Schiittler inkubiert. Danach wurde der
Blockingpuffer griindlich entfernt. In die Box wurden 5 ml primire Antikorperlosung gegeben.
Die Losung besteht aus 1:250 mit Odyssey-Blockingpuffer verdiinntem primdren murinen
Anti-Human Antikdrper CD63 (Thermo Scientific). Uber Nacht wurde bei 4 °C auf dem
Schiittler inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Antikorperlosung entfernt und drei Mal jeweils
5 min mit Tris-buffered Saline (TBS)-Tween gewaschen. Danach wurde die Membran mit 10
ml einer sekunddren Antikorperldsung versetzt. Diese bestand aus 1:15.000 mit Odyssey-
Blockingpuffer verdiinntem sekundiren infrarot markierten Ziege-Anti-Maus Antikorper (LI-
COR Biosciences, Lincoln, USA). Die Inkubation erfolgte eine Stunde auf dem Schiittler bei
RT. Zuletzt wurde die Membran wieder dreimal jeweils 5 min mit TBS-Tween gewaschen und

mit dem Odyssey Imaging System von LI-COR ausgewertet.

4.6 Herstellung von ADSC-KM und Exosomenmedium

Fiir die nachfolgenden Versuche wurden modifiziertes ADSC-KM und Exosomenmedium
verwendet. Zur Exosomenisolierung wurden die ADSC in a-MEM mit 1 % Penicillin und
Streptomycin ohne Serum fiir 24 Stunden kultiviert.

Nicht verwendetes Medium wurde bei -80 °C zwischengelagert.

4.6.1 ADSC-KM

Da die MCF-7 Zellen in den Versuchen unter normalen Wachstumsbedingungen mit ADSC-
KM inkubieren sollten, wurde zum serumfreien ADSC-KM der 24-stlindigen Inkubation nach
serieller Zentrifugation und Filtration durch einen 0,2 um Filter, wie in Schritt 4.4.2

beschrieben, 10 % FBS zugegeben.

4.6.2 Exosomenmedium

70 ml serumfreies ADSC-KM wurden zur Konzentrierung und Exosomenisolierung verwendet.
Nach der Isolierung erhielt man etwa 100 ul Exosomenkonzentrat. Dieses wurde zur weiteren

Verwendung in verschiedenen Losungen angesetzt. Eine photometrische Bestimmung des
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Proteingehalts bei der Isolierung mit uMACS war auf Grund starker Eigenfdrbung des
Isolationsmediums nicht moglich. Deshalb wurde strikt darauf geachtet fiir jeden Versuch aus
derselben Gesamtzellkulturfliche von fiinf T175 Flaschen mit je 15 ml serumfreiem Medium
die etwa 100 pl Exosomenkonzentrat zu isolieren. Die Subkonfluenz betrug dabei 80 %. Durch
die MCF-7 Wachstumsfliche der anstehenden Versuche, ergab sich so die Einheit
ul Exosomenisolat pro cm?* MCF-7 Wachstumsfliache (ul/cm?). Das Exosomenmedium bestand
aus o-MEM mit 10% FBS, 1% Penicillin und Streptomycin und verschiedenen
Konzentrationen an Exosomenkonzentrat. Die Konzentration betrugen im Vitalitits- und
Zytotoxizitatstest 10, 20 und 30 pl/cm? (im Zytotoxizititstest zusdtzlich 35 pl/cm?). Die

Exosomenkonzentration zur Bestimmung der relativen Genexpression betrug 30 ul/cm?.

4.7 Vitalitatstest auf Grundlage von Resazurin

Mit Hilfe diesen Tests war es moglich, photometrisch die Vitalitidt von Zellen anhand einer
enzymatischen Reaktion zu messen. Dabei wurde der Ausgangsstoff Resazurin zu Resofurin
durch das Enzym Diaphorase irrevesibel in den Mitochondrien umgesetzt. Gemessen wurde
schlieBlich der Anteil an Resofurin, wobei dieser direkt proportional zur Anzahl der vitalen
Zellen ist.

Der Test wurde verwendet um den Einfluss von ADSC-KM der ADSC, sowie die Wirkung von
verschiedenen Konzentrationen an Exosomen auf die Tumorzellen zu messen.

Dazu wurden die MCF-7 Zellen mit einer Dichte von 4.800 Zellen/cm? auf eine 96-well Platte
ausgesét. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden fand die erste Messung statt (Tag 0). Zur
photometrischen Bestimmung der Zellvitalitit wurden 10 % Resazurin (Sigma Aldrich) in
Zellkulturmedium (a-MEM, 10 % FBS, 1 % Penicillin und Streptomycin) verwendet. Dazu
wurde das Medium abgesaugt und pro well durch 100 pl der Resazurinlésung ersetzt. Nach 2-
stiindiger Inkubation bei 37 °C folgte die Messung bei 530 nm Anregungswellenldnge und 590
nm Emissionswellenlédnge. Als Gerét diente das Plattenphotometer VarioSkan Flash von
Thermo Scientific.

Nach der Messung wurde die Resazurinlosung entfernt und durch ADSC-KM ersetzt. Als
Kontrolle diente unkonditioniertes Medium mit 10 % FBS. Um den Einfluss der Exosomen zu
messen, wurde die Resazurinlosung durch Exosomenmedium in den Konzentrationen 10
ul/cm?, 20 ul/em? und 30 pl/cm? ersetzt. Als Kontrolle diente auch hier unkonditioniertes

Medium mit 10 % FBS. Die Anzahl der Wiederholungen betrug drei.
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Die Messung erfolgte an Tag 1, Tag 2 und Tag 3. Nach jedem Tag wurden Kontrollmedium,

ADSC-KM und Exosomenmedium durch neues ersetzt.

4.8 Zytotoxizititstest auf Grundlage der freigesetzten Laktatdehydrogenase

Um die Toxizitdt von ADSC-KM und Exosomen auf Zellen zu messen, wurde ein LDH Assay
(abcam) durchgefiihrt. Bei einer Schidigung von Zellen wurde das intrazelluldr vorkommende
Enzym Lakatdehydrogenase (LDH) freigesetzt. Anschliefend konnte man mit Hilfe eines
photometrischen Verfahrens die Menge an freier LDH bestimmen.

Fiir den Test wurden die MCF-7 Zellen mit einer Dichte von 4.800 oder 7.200 Zellen/cm? auf
eine 96-well Platte ausgesdt. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurde das
Zellkulturmedium (a-MEM, 10 % FBS, 1 % Penicillin und Streptomycin) entfernt und durch
ADSC-KM und Exosomenmedium in den Konzentrationen 10 pl/cm?, 20 pl/cm?, 30 ul/cm?
und 35 pl/cm? ersetzt. Als Kontrolle fiir das Exosomenmedium diente unkonditioniertes
Zellkulturmedium. Fiir den Versuch des ADSC-KM wurde eine Referenzprobe mit ADSC-KM
gewdhlt, da das ADSC-KM einen hoheren Grundbetrag an LDH besaB. Die Anzahl der
Wiederholungen betrug drei.

Nach 24 Stunden Inkubationszeit erfolgte die photometrische Bestimmung der freigesetzten
LDH. Dazu wurden das ADSC-KM und Exosomenmedium der Zellen abgenommen und
jeweils bei 6000 rpm fiir 10 min bei RT zentrifugiert. 10 pl des zentrifugierten ADSC-KM und
Exosomenmediums wurden auf eine neue 96-well Platte libertragen. Danach wurden 100 ul
LDH-Mix (LDH Assay Buffer, 2% WST Substrate Mix) pro well zugegeben und
lichtgeschiitzt inkubiert. Nach 30 min erfolgte die photometrische Messung bei 450 nm
Absorptionswellenlinge und 650 nm Referenzwellenlinge. Als Gerdt diente das

Plattenphotometer VarioSkan Flash von Thermo Scientific.

4.9 Bestimmung der relativen Genexpression

Um den Einfluss der Exosomen und des ADSC-KM auf MCF-7 Zellen molekularbiologisch zu

analysieren, wurde die relative Genexpression bestimmter Gene mittels PCR untersucht.

1) Isolierung von RNA der MCF-7 Zellen
2) Synthese von complementary DNA (cDNA) durch reverse Transkriptase
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3) Polymerasekettenreaktion verschiedener Primer

4.9.1 RNA-Isolierung

Der erste Schritt bestand aus der Isolierung von RNA der Tumorzellen. Hierflir wurde das
RNeasy Mini Kit von Qiagen verwendet. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten bei 13.000 rpm.
Hierzu wurden die MCF-7 Zellen auf 24-well Platten mit 50.000 Zellen pro well in dreifacher
Wiederholung ausgesiht. Nach etwa 24-stiindiger Inkubation wurde das urspriingliche Medium
durch Kontrollmedium, ADSC-KM und Exosomenmedium in der Konzentration 30 pl/cm?
ersetzt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen zundchst mit PBS gewaschen. Danach wurden 350
ul Lysepuffer, bestehend aus RLT-Puffer und 10 % B-Mercaptoethanol (Sigma Aldrich), pro
well hinzugegeben. Um eine groBtmogliche Lyse zu erzielen, wurde das Lysat mit einer 5 ml
Spritze und 27 Gauge Kaniilenaufsatz mehrfach aspiriert. Danach wurden 350 ul 70 % Ethanol
hinzugefiigt und miteinander vermischt. 700 pl der Lysat-Ethanollosung wurden in eine
RNeasy Mini spin column iiberfithrt. Nach 30 Sekunden (sec) Zentrifugation wurde der
Durchfluss verworfen und 700 pl RW1 Puffer hinzugegeben. Es wurde wieder fiir 30 sec
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurden 500 pul RPE-Puffer zugegeben, fiir
30 sec zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt.
Nach den Waschschritten befand sich reine RNA in der Membran der Sdule. Um diese zu
trocknen, wurde die RNeasy Mini Spin column in ein neues 2 ml collection tube gesetzt und 1
min zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die RNeasy Mini spin column auf ein 1,5 ml
collection tube gesetzt und 30 ul RNAse freies Wasser auf die Membran pipettiert. Nach einer
ein-mintitigen Inkubation wurde fiir ebenfalls eine Minute zentrifugiert. Jetzt befand sich die
isolierte RNA in dem 1,5 ml collection tube. Dieses wurde ziigig im -80 °C Schrank

eingefroren.

4.9.2 Reverse Transkription

Um die PCR mittels DNA-abhéngigen DNA-Polymerasen durchzufiihren, musste die zuvor
isolierte RNA zu cDNA synthetisiert werden. Hierzu wurde das QuantiTect Reverse
Transcription Kit von Qiagen verwendet.

Zur Herstellung der cDNA wurden 1 Mikrogramm (pg) RNA verwendet. Dazu wurde zunéchst
eine Messung der RNA-Konzentration mit dem Spektralphotometer Nano Drop 2000c (Thermo
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Scientific) durchgefiihrt. Nachdem das Volumen bestimmt wurde, in dem sich 1 pg RNA
befinden, wurde dieses mit Wasser auf 12 pl aufgefiillt. Danach wurden 2 pl gDNA Wipeout
Puffer hinzugegeben und fiir 2 min bei 42 °C inkubiert. Dieser Schritt war notwendig, um ggf.
Reste genomischer DNA zu entfernen. Fiir die eigentliche reverse Transkription wurden zu den
14 ul Probe nun 4 pl 5-fach konzentrierter RT-Puffer, 1 ul Reverse Transkriptase und 1 pl
Primer-Mix hinzugefiigt. Bei einer Inkubationszeit von 15 min bei 42 °C wurde die RNA nun
in cDNA synthetisiert. Danach erfolgte die Trennung der komplementédren Nukleinséurestrange

bei 95 °C fiir 3 min. Die cDNA wurde bei +4 °C oder -20 °C gelagert.

4.9.3 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion wurden bestimmte Abschnitte der synthetisierten
cDNA vervielfiltigt. So war es moglich die Expression eines Gens unter verschiedenen
Konditionen zu vergleichen.

Hierzu wurde der Blue S’Green qPCR Kit Separate ROX Master Mix von Biozym verwendet.
Der Master Mix bestand aus: DNA-Polymerase, Polymerasepuffer, Desoxyribonukleotide und
SYBR Green zur fluorometrischen Messung des PCR-Produkts. Dazu wurde der fiir ein
bestimmtes Gen spezifische Primer hinzugegeben, um die jeweilige Sequenz des Gens zu
vervielfaltigen. Die Primer wurden unter Anwendung der Software Primer-BLAST (NCBI),
basierend auf Primer3, generiert und von Eurofins Genomics GmbH synthetisiert.

Als ersten Schritt wurden fiir jede Probe 5 pl Master Mix, 3 pl Wasser, 1 pl Primer Mix
(bestehend aus 0,5 pl bzw. 5 Pikomol (pmol) forward Primer und 0,5 pl bzw. 5 pmol reverse
Primer) und 1 pl cDNA-Probe (entsprechen 50 Nanogramm (ng)) in ein well einer 48-well-
plate (Cole-Parmer) pipettiert. Als No-Template-Kontrolle diente eine Probe ohne cDNA-
Zusatz.

Nach der Versiegelung und Zentrifugation der 48-well-plate, wurde die PCR im Thermocycler
gestartet. Verwendet wurde das ECO-Real-Time PCR Geriét. In einer zehnmindiitigen initialen
Startphase wurde die Polymerase bei 95 °C aktiviert. Darauf folgte die Denaturierung bei 95 °C
fiir 10 sec um die gebildeten DNA-Doppelstringe zu trennen. In der Hybridisierungsphase
lagerten sich die Primer je nach Annealingtemperatur (siche Tabelle 1) fiir 10 sec an die cDNA
an. Bei der darauffolgenden Amplifikation synthetisierte die Polymerase bei 72 °C fiir 25 sec
in 5°-3°-Richtung den komplementdren Strang. Hier begann der Zyklus erneut mit der

Denaturierung bei 95 °C fiir 10 sec. Nach insgesamt 40 Wiederholungen wurde eine
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Schmelzkurve der entstandenen Produkte erstellt. Dazu wurde zunédchst auf 95 °C fiir 15 sec
erhitzt und auf 55 °C fiir 15 sec abgekiihlt. In 0,1 °C Schritten wurde langsam auf 95 °C erhitzt.
Wihrenddessen wurde die Fluoreszenz in den wells kontinuierlich gemessen. Mit der
entstandenen Schmelzkurve lieB sich abschdtzen, ob ein einziges PCR-Produkt amplifiziert
wurde. Zur Validierung des PCR-Produkts fand eine Gelelektrophorese statt. Durch den
Vergleich mit einer standardisierten Proteinleiter, konnte so die bereits vorbekannte GrofBe des
PCR-Produkts ermittelt werden.

Mit Hilfe der AACt-Methode wurde die relative Genexpression berechnet (181). GAPDH diente

als Housekeeping-Gen.
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Gen Sequenz Annealingtemperatur

Bad 5¢-TCACAAATCCTCCCCAAGTGG-3° 60 °C

5‘-GAATGCGCCCTAAATCACTGA-3¢

Bax 5¢-TTCCGAGTGGCAGCTGAGATGTTT-3* 60 °C

5¢-TGCTGGCAAAGTAGAAGAGGGCAA-3*

Bcl-2 5¢-ATCGCCCTGTGGATGACTGAG-3* 60 °C

5-CAGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG-3°

GAPDH 5-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3¢ 60 °C

5-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3¢

PDGF-4 5¢-CCCCTGCCCATTCGGAGGAAGAG-3° 60 °C

5¢-TTGGCCACCTTGACGCTGCGGTG-3¢

PDGF-B 5-GATCCGCTCCTTTGATGATC-3¢ 60 °C

5¢-GTCTCACACTTGCATGCCAG-3¢

RBI 5¢-TTGGATCACAGCGATACAAACTT-3¢ 60 °C

5-AGCGCACGCCAATAAAGACAT-3¢

TP53 5‘-GGAGTATTTGGATGACAGAAAC-3° 60 °C

5-GATTACCACTGGAGTCTTC-3¢

VEGFA 5-AACCAGCAGAAAGAGGAAAGAGG-3¢ 60 °C

5¢-CCAAAAGCAGGTCACTCACTTTG-3¢

Tabelle 1: Sequenzen und Annealingtemperaturen der verwendeten PCR-Primer

4.10 Statistische Analyse und grafische Darstellung der Daten

Zur Auswertung der Daten wurden die Variablen mit dem Jarque-Bera Test auf

Normalverteilung gepriift. Dabei wurde die Wiederholungsanzahl von mindestens vier
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berticksichtigt. Die Signifikanztestung erfolgte mit einem ungepaarten Zweistichproben t-Test
mit gleicher Varianz. Das Signifikanzniveau wurde mit einem Wert von 0,05 festgelegt.

Es erfolgten Vergleiche zwischen Kontrollmedium, ADSC-KM und Exosomenmedium in den
Konzentrationen von 10, 20, 30 und 35 ul/cm?. Die Datenauswertung sowie das Erstellen von

Abbildungen erfolgten mit Excel (Microsoft Office) und GIMP (Das GIMP-Team).
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S Ergebnisse

5.1 Kaultivierung adipogener Stammzellen und MCF-7 Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit ADSC und Tumorzellen der Zelllinie MCF-7 gearbeitet.
Mit einem Mikroskop wurden Bilder angefertigt, um die verschiedenen Zelltypen wihrend der
Kultivierung zu préisentieren. Man erkennt in Bild a) spindelférmige, langgezogene Zellen,

wihrend in Bild b) ein Epithelgebilde herrscht. Im Vergleich zu Bild a), liegen die Zellen in

Bild b) dichter und besitzen keine Ausliufer.

Abbildung 4: Mikroskopische Aufnahmen der adipogenen Stammzellen (a) und MCF-7 Zellen (b)

5.2 Die isolierten Exosomen lassen sich mittels Western Blot nachweisen

Um nach erfolgreicher Exosomenisolation (Kapitel 4.4.4) die Exosomen nachzuweisen, wurde
ein Western Blot mit einem CD63-Antikdrper unter nicht-reduzierenden Bedingungen
durchgefiihrt. Als Probe wurden 15 pul Exosomenkonzentrat verwendet. Alle Angaben sind in
kDa dargestellt.

Die roten Banden zeigen das Signal der Standardproteinleiter in vordefinierten Grofen. Rechts
davon ist eine langgezogene griine Bande zwischen 34 und 55 kDa zu erkennen. Diese stellt
die aus ADSC isolierten Exosomen dar, wobei die charakteristische Lénge aus den

unterschiedlichen Grofen der Exosomen resultiert.
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Abbildung 5: Western Blot zum Nachweis von Exosomen nach erfolgter Isolierung.
Standardproteinleiter links (rot), Exosomenbande zwischen 55 und 34 kDa rechts (griin).

5.3 ADSC-KM hat einen deutlich positiven Effekt auf die Vitalitit von MCF-7 Zellen

Die Signifikanz wurde durch einen t-Test unter Beriicksichtigung einer Anzahl von mindestens
vier Wiederholungen und Berechnung der Normalverteilung mit dem Jarque-Bera Test
ermittelt.

Die Vitalitdt der MCF-7 Zellen wurde unter Einfluss verschiedener Proben gemessen. Hierzu
wurde nach Inkubation mit Kontrollmedium, ADSC-KM und Exosomenmedium in der
Konzentration 30 pl/cm? die Fluoreszenzintensitit von Resorufin bestimmt. Die Messung
erfolgte an drei aufeinander folgenden Tagen zum selben Zeitpunkt. Das Medium wurde nach
jeder Messung erneuert.

An Tag 0 ist die Fluoreszenzintensitit der verschiedenen Gruppen anndhernd gleich. Diese
Messung diente als Nullabgleich. Nach Einfluss von ADSC-KM ist an den Tagen eins bis drei
eine deutliche Zunahme der Vitalitit zu erkennen. Bereits am ersten Tag ist die
Fluoreszenzintensitit des ADSC-KM im Vergleich zum Kontrollmedium um 10 % grdBer. Sie
nimmt an Tag 2 um 24 % und an Tag 3 um 39 % weiter zu. Das Exosomenmedium hat
insgesamt einen geringeren Einfluss auf die Vitalitdt der MCF-7 Zellen. Hier fillt die Vitalitat
der Zellen geringer als die Zellen des Kontrollmediums aus und unterscheidet sich davon an

allen Tagen im Mittel um 6 %.
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Abbildung 6: Vitalitiitstest auf Grundlage von Resazurin. Zellvitalitiit der MCF-7 Zellen an drei
aufeinanderfolgenden Tagen. Als Probe wurden ADSC-KM und Exosomenmedium in der
Konzentration von 30 pl/cm? verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

5.4 Die Vitalitit der MCF-7 Zellen ist abhingig von der Konzentration und der
Einflussdauer des Exosomenmediums

Der Vitalititstest wurde ebenfalls mit verschiedenen Konzentrationen von Exosomen
durchgefiihrt, um mogliche konzentrationsabhidngige Effekte zu wuntersuchen. Die
unterschiedlichen Konzentrationen des Exosomenmediums betrugen 10, 20 und 30 pl/cm?.

Als Nullabgleich wurde auch hier eine Untersuchung an Tag 0 durchgefiihrt. An Tag 1 ist die
Fluoreszenzintensitét der Zellen annidhernd gleich. Die Vitalitidt wird insgesamt durch steigende
Exosomenkonzentration sowie zunehmender Dauer des Einflusses vermindert. An Tag 2 und
Tag 3 zeigen die MCF-7 Zellen des 20 ul/cm? Mediums sowie 30 pl/cm? Mediums eine
verminderte Fluoreszenzintensitidt im Vergleich zu den Zellen des 10 pl/cm? Mediums. Der

Effekt ist bei den Zellen des 30 ul/cm? Mediums an beiden Tagen noch stirker ausgeprigt.
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Abbildung 7: Vitalitiitstest auf Grundlage von Resazurin. Zellvitalitiit der MCF-7 Zellen an drei
aufeinanderfolgenden Tagen. Als Probe wurde Exosomenmedium in den Konzentrationen von 10,
20 und 30 pl/cm’ verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen.

5.5 ADSC-KM wirkt protektiv auf MCF-7 Zellen, wihrend Exosomenmedium in
Abhéingigkeit von der Konzentration zunehmend zytotoxisch wirkt

Um neben Effekten auf die Vitalitdt auch zytotoxische Effekte zu erkennen, wurde ein LDH
Assay durchgefiihrt. Dazu wurde die Menge an LDH nach 24 Stunden gemessen, welche durch
den Einfluss verschiedener Proben von MCF-7 Zellen freigesetzt wird. Es wurden ADSC-KM
und Exosomenmedium in den Konzentrationen: 10 ul/cm?, 20 pl/cm?, 30 ul/cm? und 35 ul/cm?
verwendet und mit einer Kontrollprobe verglichen.

ADSC-KM hat als einzige Probe einen signifikant reduzierenden Effekt auf den Zelltod der
Tumorzellen. Die Zytotoxizitdit nimmt um 63 % im Vergleich zur Kontrolle ab. Das
Exosomenmedium fiihrte in allen untersuchten Konzentrationen zu einer stirkeren Freisetzung
von LDH, wobei dieser Effekt von der gewéhlten Konzentration abhédngig ist. Im Vergleich zur
Kontrolle zeigt das Medium in den Konzentrationen 10 und 20 pl/cm? eine Zunahme von 36 %
bzw. 30 %. Die Zytotoxizitit nimmt mit der 30 pl/cm? Probe um 54 % weiter zu. Den hochsten

Effekt erzielt die 35 pl/cm? Probe mit einer Zunahme der Toxizitdt von 121 %.
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Abbildung 8: Zytotoxizititstest auf Grundlage der freigesetzten Laktatdehydrogenase. Optische
Dichte der MCF-7 Zellen nach 24 Stunden. Als Probe wurden ADSC-KM und Exosomenmedium
in der Konzentration von 10 pl/cm?, 20 pl/cm?, 30 pl/cm’ und 35 pl/cm* verwendet. Gezeigt sind
Mittelwerte, Standardabweichungen und Signifikanzen mit einem p-Wert unter 0,05 im Bezug
zur Kontrolle.

5.6 ADSC-KM und Exosomenmedium beeinflussen die relative Genexpression von
MCF-7 Zellen auf unterschiedliche Weise

Zur Untersuchung des molekularbiologischen Einflusses von ADSC-Exosomen und ADSC-
KM auf MCF-7 Zellen, wurde die relative Genexpression verschiedener Gene bestimmt. Die
untersuchten Gene lassen sich in die Kategorien: proapoptotische und antiapoptotische Gene
der Bcl-2 Familie, Tumorsupressor- und Wachstumsfaktorgene einteilen.

Als Proben wurden ADSC-KM und Exosomenmedium in der Konzentration von 30 ul/cm?

verwendet. Die Isolation der RNA fand nach 24-stiindiger Inkubation der Proben statt.

5.6.1 Bcl-2 Familie: Bad, Bax und Bcl-2

Unter den untersuchten proapoptotischen Genen sind Bad und Bax Teil der iibergeordneten
Bcl-2 Familie. Zusétzlich wird das namensgebende Bc/-2 als antiapoptotisches Gen dieser
Gruppe dazu gezihlt.

ADSC-KM scheint nur einen geringen FEinfluss auf die relative Genexpression der

proapoptotischen Gene Bad und Bax zu haben. Dagegen steigert Exosomenmedium die
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Expression beider Gene. Die Expression von Bad steigt signifikant um das 2,5-fache und die
von Bax um das 1,5-fache.

Das antiapoptotische Gen Bcl-2 wird durch ADSC-KM und Exosomenmedium signifikant
positiv beeinflusst. Nach Einfluss von ADSC-KM steigt die Expression auf das etwa 2-fache,

wogegen der Einfluss von Exosomenmedium geringer ausfillt.
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Abbildung 9: Relative Genexpression der Gene Bad (a), Bax (b) und Bcl-2 (¢) nach 24 Stunden.
Verwendet wurden ADSC-KM und 30 pl/em®* Exosomenmedium. Gezeigt sind Mittelwerte,
Standardabweichungen und Signifikanzen mit einem p-Wert unter 0,05 im Bezug zur Kontrolle.

40



5.6.2 Tumorsuppressorgene: 7P53 und RB1

Es wird die Expression der beiden Tumorsuppressorgene 7P53 und RBI dargestellt. Die
Expression des fiir das Tumorsuppressorprotein 53 codierende Gens 7P53 nimmt unter Einfluss
von ADSC-KM gering zu. Die Expressionszunahme ist unter Exosomenmedium auf das etwa
2-fache stirker ausgeprigt. Das durch das RB/-Gen exprimierte Retinoblastom-Protein wird
nur durch Exosomenmedium auf das etwa 3-fache hochreguliert. Nach Einfluss von ADSC-

KM tritt kein Effekt auf das untersuchte Gen auf.
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Abbildung 10: Relative Genexpression der Gene 7P53 (a) und RBI (b) nach 24 Stunden.
Verwendet wurden ADSC-KM und 30 pl/ecm* Exosomenmedium. Gezeigt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen.

5.6.3 Wachstumsfaktorgene: VEGFA, PDGF-A und PDGF-B

Das VEGFA Gen zeigt einen deutlichen Anstieg in der Expression unter Einfluss von ADSC-
KM auf das etwa 7-fache. Exosomen zeigen diesen Effekt in geringerer Form auf das iiber 3-
fache. Es wurden weitere zwei Faktoren der PDGF-Familie untersucht. Durch ADSC-KM
nimmt die Expression von sowohl PDGFA als auch PDGFB zu. Exosomen bewirken eine
starkere Zunahme der Expression auf das 2,5-fache bei PDGFA im Gegensatz zum ADSC-KM.
Bei PDGFB nimmt hingegen die Expression um die Hélfte ab.
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Abbildung 11: Relative Genexpression der Gene VEGFA (a), PDGFA (b) und PDGFB (c) nach 24
Stunden. Verwendet wurden ADSC-KM und 30 pl/em* Exosomenmedium. Gezeigt sind

Mittelwerte und Standardabweichungen.
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6 Diskussion

6.1 ADSC-Exosomen lassen sich durch die verwendeten Isolationsmethoden in einem
Western Blot nachweisen

Die AFT ist eine hiufig genutzte Option zur Rekonstruktion der Mamma nach Karzinomen.
Obwohl diese Methode schon lange routiniert verwendet wird, gibt es noch keine abschlieBende
Beurteilung zur onkologischen Sicherheit, obwohl die zahlreichen Stammzellen potenziell
einen proonkogenen Effekt auf Residualtumorzellen haben kénnen (117,125,126). Um dieses
Thema weiter zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von ADSC-
Exosomen, eine Subgruppe der EV, sowie ADSC-KM auf MCF-7 Tumorzellen untersucht.
Durch die Sekretion von Stoffen und EV der ADSC in das umliegende Medium, wurde dieses
als KM bezeichnet und diente als eine Reprisentation des Sekretoms der ADSC. Eine
Untersuchung von jeweils Exosomen und KM, inklusive Exosomen, im getrennten
Versuchsansatz ermoglichte die differenzierte Betrachtung der Effekte von Exosomen auf
MCF-7 Zellen im direkten Vergleich zum vollstdndigen Sekretom der ADSC.

Zur Gewinnung von KM und Exosomen der ADSC, wurden diese mit bekannten
Laborprotokollen kultiviert und passagiert. Die Methodik ist bereits seit iiber zehn Jahren in
der Arbeitsgruppe etabliert und wird regelmafig angewandt (182). Jedoch wurde durch die
anstehende Exosomenisolierung die urspriingliche Kultivierung der ADSC gering modifiziert.
Da bovines Serum Teil des Standardmediums ist, liegen bereits groBe Mengen an EV nicht
humanen Ursprungs in diesem Medium vor und wiirden die nachfolgende Exosomenisolierung
behindern und die Ergebnisdarstellung verfialschen (183-185). Um diese Problematik zu
umgehen, mussten die ADSC 24 Stunden in serumfreiem Medium inkubiert werden, jedoch
gibt es dazu bisher keine offiziellen Empfehlungen. Die plotzliche Zustandsianderung des
Mediums von serumbhaltig zu serumfrei kdnnte moglicherweise einen unvorhersehbaren Effekt
auf ADSC haben (184). Durch insbesondere die serumfreie Inkubation werden die
physiologischen Umstiinde in vivo noch weniger dargestellt und schrinken eine Ubertragung
auf humane Zustinde weiter ein (186). Einerseits konnten Kornilov et al. zeigen, dass die
Fahigkeit der Osteoklastendifferenzierung der ADSC auch nach 48-stiindiger, serumfreier
Inkubation nicht beeintrichtigt wurde (187). Andererseits nahm die Proliferationsrate der
Stammzellen im Vergleich zu Standardmedium mit FBS ab und die Produktion reaktiver

Sauerstoffspezies als Marker fiir u.a. Apoptose zu (187,188). Um moglichst physiologische
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Zusténde in der Kultivierung von ADSC und zur spéteren Isolierung von EV herzustellen, gibt
es verschiedene Ansitze. Eine Moglichkeit ist die Verwendung von kommerziellem EV-
depletierten FBS. Jedoch sind die Kosten fiir dieses Produkt zur Zeit sehr hoch und zudem
konnte gezeigt werden, dass die Reinheit des EV-depletierten FBS begrenzt ist und sich noch
einige Rest-EV in diesem Produkt befinden (187). Weitere Moglichkeiten sind die
Ultrafiltration und Ultrazentrifugation des tiiblich verwendeten FBS um bovine EV zu
beseitigen, wobei die Filtration der Ultrazentrifugation in der Reinheit des Produkts iiberlegen
ist (187). Obwohl die Exosomenforschung ein aktuelles Thema ist, fehlen standardisierte
Protokolle zur Entfernung der EV im FBS (187). Die Annahme, dass ein Entzug der EV des
FBS zu natiirlichen Bedingungen der Zellkultivierung fiihrt ist irrefiihrend, da der Effekt von
EV-depletiertem FBS auf Zellen ebenfalls kritisch betrachtet werden muss. So konnten Eitan
et al. zeigen, dass das Zellwachstum unter diesen Konditionen abnahm (189).

Die Ultrafiltration mit einem MWCO von 100 kDa sowie die magnetische Isolation sind bereits
etablierte Methoden und werden zuverldssig in der Exosomenforschung angewandt
(187,113,114). Obwohl sie in der vorliegenden Arbeit erfolgreich kombiniert wurden, ist eine
Verunreinigung des Exosomenisolats durch andere EV und nicht-exosomale Substanzen nicht
auszuschlieBen. Es galt der magnetischen Separation iiber verschiedene Tetraspanine die
Exosomen aus einem Konzentrat zu isolieren. Obwohl die Tetraspanine CD9, CD63 und CD81
oft als Exosomen-spezifisch angenommen werden, sind sie nicht nur auf rein exosomales
Vorkommen beschrankt (190). So konnten CD63 und CD81 auch in AK und MV mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden (191). Die am héufigsten verwendete
Exosomenisolationsmethode ist die Ultrazentrifugation (192). Entgegen der weit verbreiteten
Annahme, dass die Ultrazentrifugation zu einem reinen Exosomenkonzentrat fiihrt, konnten
Bobrie et al. trotz Ultrazentrifugation bei 100.000 rcf in der Elektronenmikroskopie sowie
Immuno-Elektronenmikroskopie CD9 positive EV neben 50 — 100 nm groBlen Vesikeln, auch
welche mit tiber 200 nm darstellen (193). Ab einer Grofle von etwa 100 nm Durchmesser kann
man nicht mehr von Exosomen ausgehen und muss diese als MV bezeichnen (88). Im Vergleich
zur Ultrazentrifugation konnte bei Verwendung der Ultrafiltration gezeigt werden, dass das
Filtrat von der Wahl des jeweiligen kommerziell erhdltlichen Filters abhingig ist. Die
Filtergroe 100 kDa wird bei der Isolationsmethode am hiufigsten verwendet (194). Jedoch
wird auch hier liber Verunreinigungen des Filtrats mit nicht-exosomalen Proteinen und tiber
eine geringe Reinheit des Produkts berichtet (195,196). Es wird angenommen, dass durch eine
Interaktion der Exosomen mit der Membran des Filters weitere Substanzen innerhalb des Filters

akkumulieren und Filterporen blockiert werden (195). Durch das gemischte Konzentrat mit
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moglicherweise Vesikeln iiber einer Grofle von 100 nm und Vorkommen der Tetraspanine in
anderen EV auller Exosomen, konnten so neben Exosomen auch andere EV durch die
magnetische Kopplung isoliert werden. Somit ldsst sich eine Kontamination des
Exosomenisolats durch andere EV und unspezifische Substanzen nicht vollstindig
ausschlieBen und ist in der Interpretation der Daten zu beriicksichtigen.

Nach 24-stiindiger Inkubation der ADSC unter serumfreien Bedingungen und Konzentrationen
des KM, erfolgte die eigentliche Exosomenisolation des Ultrafiltrats durch Separation unter
Kopplung der exosomalen Tetraspanine CD8, CD63 und CD81 mit magnetischen Partikeln.
Das Substrat zur Exosomenisolation wies eine ausgepridgte Eigenfdarbung auf. Dadurch
interferierte dieses mit den géngigen Messmethoden zur Proteinbestimmung. Somit war eine
Angabe des Proteinanteils in pg/cm? nicht moglich, weshalb die Einheit pl Exosomenisolat pro
cm? MCF-7 Wachstumsflache verwendet wurde. Obwohl strikt darauf geachtet wurde, dass fiir
jede  Exosomenisolation die  gleichen  Bedingungen, wie  Ausgangsmenge,
Gesamtzellkulturfliche und Subkonfluenz geschaffen wurden, ist eine Proteinbestimmung in
pg des Exosomenkonzentrats préziser. Somit ist eine Angabe des Exosomenkonzentrats in pl
weniger prizise, wodurch dies in der Interpretation und den Vergleich der Versuche zu
berticksichtigen ist.

Zur Bestitigung der erfolgreichen Exosomenisolation wurden diese in einem Western Blot
nachgewiesen. Neben dieser Methode gibt es weitere mdgliche Nachweisverfahren fiir
Exosomen, wie z.B. die hdufig genutzte Elektronenmikroskopie oder Nanopartikelanalyse. Auf
Grund bewihrter Protokolle der Arbeitsgruppe, fiel die Entscheidung fiir den
Exosomennachweis auf den Western Blot. Mittels Gelelektrophorese und anschlieBendem
Blotting unter Verwendung eines CD-63-Antikorpers wurde so eine Exosomenbande zwischen
34 und 55 kDa nachgewiesen. Dieser Nachweis deckt sich mit weiteren Ergebnissen der
Exosomenforschung. Dabei konnte meist eine Bande zwischen 30 und 60 kDa dargestellt
werden (197,198). Somit ist anzunechmen, dass es sich bei dem isolierten Material um
Exosomen handelt.

Nicht nur die Heterogenitét der verwendeten Methoden stellt ein Problem in der EV-Forschung
dar, da es viele weitere Variablen mit einem Einfluss auf sezernierende Vesikel gibt.
Beispielsweise sind bereits praanalytisch neben der Wahl des Serums einige weitere Faktoren
relevant. So haben zur Isolation von EV aus Kulturmedium, wie in dieser Arbeit, Antibiotikum
und andere Mediumzusitze einen Effekt auf die Produktion und Komposition der EV (81,199).
Dariiber hinaus unterliegen ADSC und deren EV einer Seneszenz, wodurch diese von Spender

zu Spender individuell unterschiedlich sind (75,200). Abhédngig von ihrem Gewebetyp
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unterscheidet sich die Komposition der Exosomen, weshalb sich u.a. entweder proonkogene
oder tumorsuppressive Effekte beobachten lassen (75,107). Es besteht eine hohe Anzahl an
verschiedenen Variablen in den Forschungsmethoden, wobei jede Methodik Vor- und
Nachteile aufweist. Der Wunsch nach standardisierten Protokollen nimmt zu, ist jedoch nicht
immer ohne Weiteres durchfiihrbar (81,201). Deshalb ist die mindeste Forderung der ISEV die
vollstdndige Transparenz der verwendeten Methoden in den verdffentlichten Studien, um die

Datenlage vergleichbar zu gestalten (81).

6.2 ADSC-KM steigert die Vitalitit von MCF-7 Zellen und hemmt dessen Zelltod

Nach der erfolgreichen Isolation von Exosomen wurden diese und konditioniertes Medium der
ADSC fiir weitere Experimente genutzt. Da die onkologische Sicherheit der AFT umstritten ist
und die Datenlage noch unklar, wurden zur Bestimmung der Vitalitit von MCF-7 Zellen
photometrische Versuche mit einem Resazurin Assay durchgefiihrt, um einen grundlegenden
Uberblick iiber die Wirkung der gesammelten Produkte auf Tumorzellen zu gewinnen. Dazu
wurde zundchst ADSC-KM durch 24-stiindige Inkubation unter serumfreien Bedingungen
generiert und als indirekte Kokultur mit MCF-7 Zellen kultiviert. Bereits ab dem ersten Tag
zeigte das ADSC-KM eine signifikant verstirkte Zunahme in der Vitalitit verglichen mit der
Kontrolle. Die Vitalitdit nahm im Verlauf der drei Messtage weiter zu. Neben gesteigerter
Vitalitit konnte in einem Gegenversuch durch einen Zytotoxizitétstest gezeigt werden, dass
ADSC-KM durch eine Verringerung der LDH-Freisetzung zusitzlich den Zelltod der
Tumorzellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduzierte.

In Bezug auf die Zunahme der Vitalitdt der Tumorzellen durch ADSC-KM, bestitigen die
eigenen Daten die Ergebnisse anderer Autoren. Dariiber hinaus konnte in anderen
Experimenten gezeigt werden, dass MSC und speziell auch ADSC nicht nur zu einer
gesteigerten Proliferation, sondern auch zu einer Zunahme der Metastasierung und Invasion
verschiedener =~ Tumorzelllinien, darunter auch  Mammakarzinomzellen, fiithren
(57,202,203,136,204). Gebremeskel et al. wiesen eine gesteigerte Proliferation und Migration
von Mammakarzinomzellen ebenfalls unter Einfluss von ADSC-KM in einem Tiermodell nach
(57). Weiterfiihrend konnte der proonkogene Effekt der Stammzellen von Muehlberg et al. in
einem weiteren Tiermodell verifiziert werden. In dieser Studie wurden einerseits die ADSC
direkt in das Mammakarzinom appliziert und andererseits venos injiziert. Dabei konnte neben

einer Zunahme der Proliferation, Invasion und Metastasierung der Tumorzellen, auch eine
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Zellrekrutierung von ADSC durch die Tumormikroumgebung im Sinne eines Homing-Effekts
nachgewiesen werden (136).

Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen die Befunde anderer experimenteller, sowie
tierexperimenteller Studien und bekréftigen die Annahme, dass ADSC und ihr Sekretom tiber

proonkogene Eigenschaften verfiigen.

6.3 Exosomen wirken mit zunehmender Konzentration suppressiv auf MCF-7 Zellen

Um konditioniertes Medium und ADSC-Exosomen miteinander in ihrer Wirkung auf
Tumorzellen zu vergleichen, wurde neben dem ADSC-KM, Exosomenmedium als Testmedium
in verschiedenen Konzentrationen fiir den Vitalitéts- sowie Zytotoxizitétstest verwendet.

Im Vitalitdtstest zeigte sich nur ein geringer Unterschied in der Vitalitét des Exosomenmediums
der Konzentration von 30 pl/cm? zur Kontrolle. Dabei wurde nur eine geringfiigige Abnahme
der Vitalitit der MCF-7 Zellen verzeichnet. Stattdessen konnte in einem weiteren Versuch ein
Trend dargestellt werden, in dem die Vitalitit der Tumorzellen mit zunehmender Konzentration
des Exosomenmediums von 10, 20 und 30 pl/cm? im Verlauf von drei Tagen abnahm. Im
Zytotoxizitétstest zeigte sich hingegen eine signifikant toxische Wirkung auf die Tumorzellen
ab einer Konzentration von 30 ul/cm? Exosomenmedium.

Bisher wurden ADSC mit ihrem Sekretom und den dazugehdrigen EV vielfach in ihrem
Einfluss auf Tumorzellen untersucht. Eine erst kiirzlich erschienene Veroffentlichung von
Rezaie et al. zeigte eine tumorsuppressive Wirkung von ADSC-MV auf MCF-7 Zellen in einem
Vitalitdtstest und in einer molekularbiologischen Diagnostik (205). Daneben ist der Effekt von
ADSC- und anderen MSC-Exosomen auf Tumoren ungewiss, da die wissenschaftliche
Datenlage kontroverse Ergebnisse in Bezug auf die Tumorprogression zeigt (75). Einerseits
konnten Takahara et al. zeigen, dass ADSC-Exosomen miRNA vermittelte Apoptose in
Prostatatumoren initiieren (206). Der Vergleich mit den vorliegenden Daten wird allerdings
durch die Wahl der Tumorzelllinie eingeschrdnkt. Jedoch berichteten Lin et al. iiber eine
Zunahme der Proliferation und Migration von MCF-7 Zellen unter Einfluss von ADSC
Exosomen vermittelt iiber den Wnt-Signalweg (207). Dabei konnte nach 48 Stunden Inkubation
eine Zunahme der Proliferation der Tumorzellen nachgewiesen werden. Allerdings
unterscheiden sich neben der Methodik der Studie auch die verwendeten Materialien im
Vergleich zur vorliegenden Arbeit. Dabei wurden die ADSC fiir die Exosomenisolation in

RMP-1640 Medium mit 10 % EV-depletierten FBS fiir 48 Stunden, statt in a-MEM und unter
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serumfreien Bedingungen fiir 24 Stunden inkubiert. Einerseits wird angenommen, dass
serumfreies Medium die Vitalitdt der ADSC vermutlich einschrinkt, andererseits befinden sich
keine Rest-EV in diesem und reduzieren so die Kontamination durch bovine Exosomen (187).
Da das EV-depletierte FBS von Lin et al. durch Ultrazentrifugation bei 100.000 rcf gewonnen
wurde, ist zu erwihnen, dass trotz Depletierung auch in diesem Produkt weiterhin bovine EV
nachzuweisen sind (187,207). In einer weiteren Studie von Wang et al., wurde ebenfalls ein
proonkogener Effekt durch sezernierte Exosomen von aus Stammezellen differenzierten
Adipozyten in MCF-7 Zellen bestitigt (208). Allerdings unterscheidet sich die Studie
mafgeblich durch die adipogene Differenzierung der ADSC mittels Dexamethason zur
vorliegenden Arbeit, in welcher nicht differenzierte ADSC verwendet wurden.

Unter Hinzunahme der Resultate des Vitalitits- sowie Zytoxizititstests, lassen sich die
Ergebnisse mit einer vermutlich suppressiven Wirkung auf Tumorzellen durch ADSC
Exosomen vereinbaren. Im Vergleich mit ADSC-KM, wirkt Exosomenmedium weniger
proliferativ und moglicherweise suppressiv. Besonders im Zytotoxizitétstest ldsst sich ein
suppressiver Effekt des Exosomenmediums in den Konzentrationen von 30 und 35 pl/cm?
darstellen. Daher stellt sich die Frage, ob sich deutlichere Auswirkungen durch
Konzentrationen des Exosomenmediums iiber 30 pl/cm? oder lingerer Versuchsdauer als 72
Stunden auch im Vitalitétstest gezeigt hitten. So stellt sich auch ein gesamtes Ausgangsmaterial
von 70 ml konditioniertem Medium moglicherweise als zu gering gewéhlt dar, da in anderen
Studien teilweise iiber ein Ausgangsmaterial von 250 — 500 ml konditioniertem Medium
berichtet wird (207). Des Weiteren gestaltet sich der Vergleich mit anderen Studien schwierig.
Die aktuelle Datenlage bietet einen hohen Grad an Heterogenitét in den Ergebnissen. Weiter
wird eine direkte Gegeniiberstellung der Ergebnisse relevant eingeschriankt, da es sich bei der
Exosomenisolation um einen aufwendigen Prozess mit einer hohen Variabilitit der

verwendeten Materialien und Methoden handelt.

6.4 ADSC-KM hat einen antiapoptotischen Effekt auf MCF-7 Zellen, wihrend durch
Exosomen eine eher proapoptotische Signalvermittlung initiiert wird

Durch kolorimetrische Nachweise konnte unter Einfluss von ADSC-KM auf die MCF-7 Zellen
eine Zunahme der Vitalitit bzw. eine Abnahme der Zytotoxizitit verzeichnet werden. Dagegen
zeigte sich in den Versuchen mit verschiedenen Konzentrationen an Exosomenmedium eine
nur gering unterschiedliche Vitalitdt im Vergleich zur Kontrolle. Im Zytotoxizitétstest wurde

ein zunehmend zytotoxischer Trend durch steigende Exosomenkonzentrationen dargestellt. Um
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molekularbiologische Aspekte genauer betrachten zu kdnnen, wurde analog zu den vorherigen
Versuchen zuerst ADSC-KM unter serumfreien Bedingungen iiber 24 Stunden generiert.
Anschlielend erfolgte die indirekte Kokultur mit MCF-7 Zellen fiir 24 Stunden in ADSC-KM
und Exosomenmedium in der Konzentration von 30 ul/cm?. Danach wurden PCR mit
spezifischen Primern fiir die Untersuchung der Expression von verschiedenen Genen
durchgefiihrt. Es zeigte sich ein vielfdltiger molekularbiologischer Einfluss von ADSC-KM
und Exosomenmedium auf MCF-7 Zellen.

Zu den ,,Hallmarks of cancer” zdhlen u.a. die Persistenz von Proliferationssignalen sowie die
Resistenz von Apoptose (128). Anhand der Expression von Genen der Bcl-2 Familie, wurden
im Rahmen des Zellzyklus die pro- und antiapoptotischen Signale der intrinsischen
Signalkaskade der Apoptose untersucht. Hierbei zeigte sich nach Einwirkung von ADSC-KM
eine etwa 2-fache Zunahme der Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2. Das
Exosomenmedium hatte einen geringeren Effekt auf die Expression von Bcl-2. Die
proapoptotischen Marker der Bcl-2 Familie, Bax und Bad, zeigten im Versuch mit ADSC-KM
keinen Unterschied zur Kontrolle. Dagegen zeigte sich nach Einfluss von Exosomenmedium in
der Expression der Proteine eine 1,5-fache Zunahme von Bax bzw. 2,5-fache Zunahme von
Bad. Die proapoptotischen Proteine Bax und Bad fiihren iiber eine Translokation nach
intramitochondrial zu einer Destabilisierung der mitochondrialen Membran und so zu einer
Freisetzung von Cytochrom c¢ nach intrazelluldr (146). Dabei ist dieses fiir die Initiierung der
Apoptose durch Caspasen und schlieBlich den Zelltod relevant (148). Antagonistisch wirken
Bcl-2 und Bcel-xi durch eine Stabilisierung der Barrierefunktion der mitochondrialen Membran
und damit eine Blockade des Transfers von Apoptose-induzierenden Faktoren iiber eine
Hemmung von Bax und Bad (146,149). Bei diesem Prozess ist somit nicht von einem
singuldren Effekt der jeweiligen pro- bzw. antiapoptotischen Proteine auszugehen, sondern
vielmehr von einem Mechanismus durch eine Verkniipfung der Proteine ineinander.
Entscheidend fiir die Apoptoseinitiierung ist dabei der Quotient von Bcl-2/Bax, wobei je nach
Uberwiegen des einen bzw. des anderen Faktors die Apoptose initiiert oder inhibiert wird (169).
Durch die Zunahme der Expression von Bcl-2 im Vergleich zu Bax ist von einem héheren Bcel-
2/Bax Quotienten der MCF-7 Zellen unter Einfluss von ADSC-KM auszugehen. Insgesamt
lisst sich so ein Uberwiegen der antiapoptotischen Signale feststellen, welches Ergebnis mit
den kolorimetrischen Experimenten kongruent ist. Nach dem Einfluss von Exosomenmedium
auf MCF-7 Zellen wird ein Anstieg der Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und
ebenfalls der zwei proapoptotischen Proteine Bax und Bad festgestellt. Es stellt sich die Frage,

ob sich die Effekte der verschiedenen Proteine autheben bzw. die der proapoptotischen Proteine
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gering iberwiegen und so einen vitalititsvermindernden Trend aufzeigen. Wang et al. konnten
einen proapoptotischen Effekt durch eine Zunahme von Bax sowie eine Abnahme von Bcl-2
phénotypisch in der Differenzierung von ADSC nachweisen (146). Zeitweise zeigte sich in den
Versuchen von Wang et al. die gleiche Expressionsrate von Bcl-2 und Bax. Die Experimente
in der Studie wurden im Verlauf von acht Stunden zu verschiedenen Zeiten durchgefiihrt. In
der vorliegenden Arbeit erfolgten die PCR gesammelt nach 24 Stunden. Wohlmoglich wiirde
sich ein dhnlicher Effekt bei einer Untersuchung zu verschiedenen Zeitpunkten présentieren,
sodass eine Dynamik von Bcl-2 und Bax nach Einfluss von Exosomenmedium auf MCF-7
Zellen darstellbar wére.

Als proapoptotisches Protein besitzt Bad neben einer proapoptotischen Wirkung zusétzlich die
Fahigkeit Cycline zu inhibieren und so die Expression von metastatisch-assoziierten Proteinen
wie Matrix-Metalloproteasen und Proteinen der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT)
zu hemmen (209). Die EMT spielt eine zentrale Rolle in der Migration von Tumorzellen. Durch
einen Verlust von E-Cadherin und damit den Verlust der Zelladhdrenz nimmt dabei das
Migrationspotenzial von Zellen zu (210). Der Einfluss von Exosomen auf die Expression von
metastasierungs-assoziierten Proteinen in Tumorzellen wird kontrovers diskutiert. Modh Ali e?
al. konnten eine verringerte Metastasierungsfahigkeit von MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen
durch exosomale miRNA feststellen, die zu einem Ruhezustand der Tumorzelltypen und einer
verringerten EMT fiihrte (211). Wang ef al. zeigten tumorsuppressive und antimetastatische
Effekte in MCF-7 Zellen vermittelt durch exosomale miR-363-5p iiber eine Suppression von
PDGF-B (212). Dagegen nehmen Wu et al. eine Zunahme von metastasierungs-assoziierten
Proteinen nach Einfluss von ADSC-Exosomen auf MCF-7 Zellen an (213). In der vorliegenden
Arbeit wurde eine 2,5-fache Expressionszunahme von Bad dargestellt, wodurch man ein
verringertes Metastasierungspotenzial durch die erhohte Expression von Bad annehmen kann.
Es ist ein Uberwiegen der antiapoptotischen Signale in MCF-7 Zellen nach dem Einfluss von
ADSC-KM zu erkennen, welches Ergebnis sich in den Vitalitits- und Zytotoxizitdtstest
widerspiegelt. Dagegen ist nach Einfluss von Exosomen auf MCF-7 Zellen kein eindeutiges
pro- bzw. antiapoptotisches Ergebnis darstellbar. Es lisst sich zunéchst nur ein Uberwiegen der
proapoptotischen Signale annehmen. Des Weiteren gibt es Hinweise auf ein verringertes
Migrationspotenzial von Tumorzellen nach exosomalen Einfluss, durch die Bad-vermittelte

Hemmung von Proteinen der EMT.
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6.5 Exosomen vermitteln einen tumorsuppressiven Effekt durch die Initiierung der
Tumorsuppressorproteine pS3 und pRB

Neben den Proteinen der Bcl-2-Familie wurde die Expression der Tumorsuppressorproteine
pRB und p53 in MCF-7 Zellen untersucht. Das Umgehen von Tumorsuppressormechanismen
zahlt zu einer weiteren ,,Hallmark of cancer* und ist damit essenziell an der Tumorentwicklung
beteiligt (128). Tumorsuppressorproteine haben vielfdltige Effekte, iiben aber einen
wesentlichen Einfluss auf den Zellzyklus aus. Die Wirkung beruht dabei auf der Inhibition der
Transition in die verschiedenen Phasen des Zellzyklus zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten
und somit einer Hemmung der Proliferation bis hin zur Apoptose (158,127,154).

In Tumoren ist 7P53 das am héufigsten mutierte Gen. Es wird angenommen, dass etwa die
Halfte aller Tumoren Mutationen in der Gensequenz aufweisen (158). Daher ist eine Mutation
der entsprechenenden Tumorsuppressorgene oder ein Funktionsverlust dieser ein erheblicher
Faktor fiir die Onkogenese (127). Wihrend viele Tumorzellen bzw. -zelllinien Mutationen des
TP53 Gens aufweisen, konnte fiir MCF-7 Zellen ein 7P53 Wildtyp festgestellt werden (214).
Somit ist anzunehmen, dass trotz funktionsfiahigem p53 eine Tumorentstehung plausibel
erscheint und weitere Faktoren an der Onkogenese beteiligt sind. Jedoch konnte gezeigt
werden, dass eine Expressionszunahme der Tumorsuppressorproteine und speziell p5S3 mit
einem Apoptose-induzierenden Effekt in MCF-7 Zellen verkniipft sind (215). Das RBI-Gen
wird ebenfalls als eines der wichtigsten Gene fiir Zellzyklusarrest und Apoptoseinduktion
beschrieben (214). Neben TP53 ist RB1 als Wildtyp in MCF-7 Zellen vorhanden, obwohl es
wie TP53 ein hiufig mutiertes Gen in Tumoren darstellt (214,216). Das eine Tumorinduktion
nicht nur abhédngig von einem Funktionsverlust der Tumorsuppressorproteine ist und weitere
Faktoren an der Onkogenese beteiligt sind, zeigt eine Studie von Huun ef al. Dabei wurde keine
Verdnderung der Apoptoserate von p53 und pRB Knockout MCF-7 Zellen zur Kontrollgruppe
vermerkt. Jedoch konnte ein Zellzyklusarrest festgestellt werden, wobei der Effekt der
gleichzeitigen Hemmung beider Faktoren starker ausgeprigt war, als die alleinige Hemmung
von pRB und p53 (214). Die synergistischen Effekte beider Tumorsuppressorproteine wurden
ebenfalls in anderen Tumorzelllinien nachgewiesen, wobei der gleichzeitige Funktionsverlust
von p53 und pRB in einer ausgeprigten Chromsomeninstabilitdt resultierte, welche mit
Tumorprogression und Metastasierung assoziiert ist (216).

Nach Einfluss von ADSC-KM auf MCF-7 Zellen, wurde keine Verdnderung der Expression
von pRB und nur eine gering erhohte Expressionsrate von p53 festgestellt. Im Gegensatz dazu

vermittelte Exosomenmedium einen wesentlich stiarkeren Effekt auf die Tumorzellen. Die
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Expressionsrate der Gene war um das 2-fache bei p53 und um das 3-fache bei pRB erhoht.
Durch die ausgeprigte Initiierung der Tumorsuppressorproteine durch Exosomen, ldsst sich
von zellzyklusinhibierenden oder sogar proapoptotischen Effekten ausgehen (153,161,214).
Die gesteigerte Vitalitit sowie verminderte Zytotoxizitit der Zellen des ADSC-KM, wiirde
zundchst eine Abnahme bzw. keine Zunahme der Expression in den Tumorsuppressorproteinen
vermuten. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zur vermehrten p53 Expression in MCF-7
Zellen nach Einfluss von ADSC-KM. In den Signalkaskaden von pRB und p53 sind
kompensatorische Effekte beschrieben, wobei die Tumorsuppressorproteine reziproke Effekte
zeigen (217). So wiirde eine Hemmung oder ein Funktionsverlust von pRB zu einer
zunehmenden Expression von p53 als eine weitere Instanz der Zellzykluskontrolle fithren
(217). Moglicherweise finden nach Einfluss von ADSC-KM diese pRB hemmenden
Mechanismen statt, wobei wiederrum intuitiv eine ausgepréigtere Abnahme der Expression von
pRB zu erwarten wire. Jedoch konnen ebenso eine verminderte Funktion der pRB-
Komplexbildner der E2F Familie zu einer Hochregulation von p53 fiithren, welche in den
durchgefiihrten PCR nicht gezeigt wurden (216).

Unter Hinzunahme der kolorimetrischen Assays, der vermutlich proapoptotischen
Beobachtung in den Proteinen der Bcl-2 Familie und der Expressionszunahme in den
Tumorsuppressorproteinen, ldsst sich ein suppressiver Effekt von Exosomenmedium auf MCF-
7 Zellen darstellen, wodurch die Vitalitit nur gering beeinflusst wird, aber zytotoxische
Parameter erhoht sind. ADSC-KM zeigt nur einen geringen Effekt auf die
Tumorsuppressorproteine bzw. eine moglicherweise kompensatorische Regulation von p53,
wobei durch die vorherigen Versuche insgesamt von einer antiapoptotischen Wirkung

ausgegangen werden kann.

6.6 ADSC-KM vermittelt proonkogene Signale durch die Expression von
Wachstumsfaktoren, wihrend Exosomen insgesamt uneindeutige Effekte auf diese
darstellen

Durch das Betrachten von Apopotosemechanismen und Tumorsuppressorfaktoren in MCF-7
Zellen, lieB sich ein molekularbiologischer Uberblick iiber die Wirkung von ADSC-KM und
Exosomen auf die Tumorzellen verschaffen. Wéhrend die Apoptoseresistenz und die
Umgehung von Tumorsuppressionsmechanismen einzelner Tumorzellen essenzielle
Kennzeichen fiir die Onkogenese darstellen, ist die Entstehung eines soliden Tumors ein

weitaus komplexeres Geschehen (128,129). Dabei leistet die Tumormikroumgebung einen
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wesentlichen Beitrag (130). Einfliisse wie die Rekrutierung von Tumor-assoziierten Zellen und
die Induktion von Angiogenese zdhlen zu weiteren Faktoren einer proonkogenen
Tumormikroumgebung (128). Die Neoangiogenese stellt dabei eine so tragende Rolle dar,
sodass bei unzureichender Vaskularisierung ein Tumorwachstum iiber eine geringe GrofBe nicht
moglich ist (163). Fiir die Induktion des Prozesses der Angiogenese wird VEGFA als
Hauptfaktor angesehen (166).

In der vorliegenden Arbeit konnte besonders durch Einfluss von ADSC-KM auf MCF-7 Zellen
eine Expressionszunahme des etwa 7-fachen von VEGFA erreicht werden. Somit ergibt sich
ein Hinweis auf das hohe angiogenetische Potenzial von ADSC. Martin et al. konnten anhand
von in vitro Versuchen ebenfalls eine Expressionszunahme von VEGF nach Einfluss von
BMSC in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien nachweisen (218). In einem Tiermodell
konnten Gebremeskel et al. diesen Effekt bestitigen. In den in vivo Versuchen wurde durch
murine ADSC eine Expressionszunahme von VEGF in 4T1 Tumorzellen, einer weiteren
Mammakarzinomzelllinie, verzeichnet (57). In der Literatur ist man mehrheitlich vom
angiogenen Potenzial der MSC iiberzeugt, jedoch ist dabei die exakte Rolle von Exosomen
noch unklar und wird diskutiert (75). Huang et al. nehmen an, dass die proangiogenen
Funktionen der MSC besonders durch MV reguliert werden, wihrend Exosomen und andere
parakrine Faktoren des Sekretoms eher zu einem antivaskuldren Remodeling fiihren (219). In
verschiedenen Studien konnte nach Einfluss von MSC-Exosomen unterschiedlicher Herkunft
eine Zunahme bzw. Abnahme der Expression von VEGF in Tumorzellen verzeichnet werden
(220,221). In den durchgefiihrten Experimenten der vorliegenden Arbeit, wurde eine
Expressionszunahme von VEGFA von dem etwa 3-fachen nach Einfluss von
Exosomenmedium festgestellt. Damit ist der Effekt im Vergleich zum ADSC-KM geringer
ausgeprigt, aber noch deutlich iiber den Versuchen mit Kontrollmedium. Es wurden
nachweislich miRNA in Exosomen identifiziert, welche mit Angiogenese und Gefa3formation
assoziiert sind (222). Diese Entdeckung wiirde die Annahme unterstiitzen, dass Exosomen
angiogenetische Fahigkeiten besitzen.

Des Weiteren konnte eine regulative Funktion von VEGF im Zellzyklus nachgewiesen werden.
VEGF zeigte einen antiapoptotischen Effekt iiber eine Stimulierung von Bcl-2 in verschiedenen
Zelltypen (223). Neben einer Expressionszunahme von VEGEF, lies sich ebenfalls eine
Expressionszunahme von Bcl-2 nach Einfluss von ADSC-KM und Exosomenmedium in MCF-
7 Zellen darstellen. Obwohl ein eher suppressiver bzw. proapoptotischer Effekt von ADSC-
Exosomen vermutet wird, wiirde eine verstirkte Bcl-2 Expression eine antiapoptotische

Wirkung zeigen, wobei der Bcl-2/Bax-Quotient zu beriicksichtigen ist. Die
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Expressionszunahme von Bcl-2 liele sich somit durch die Interaktion mit VEGF erkléren,
sodass trotzdem die suppressive bzw. proapoptotische Funktion der Exosomen vorrangig ist.
Die Annahme einer antiapoptotischen Wirkung durch VEGF wird durch ein Gegenexperiment
von Ge et al. unterstiizt. Dabei konnte eine Expressionsabnahme von Bcel-2 vermittelt durch
eine VEGF interferierende und damit hemmende small interfering RNA (siRNA) festgestellt
werden (169).

Zur weiteren Untersuchung des angiogenetischen und proonkogenen Potenzials von ADSC-
KM und Exosomen, wurden die Gene PDGF-A und PDGF-B untersucht. Diese kodieren die
drei Wachstumsfaktoren PDGF-AA, PDGF-AB und PDGF-BB (176). Die Wachstumsfaktoren
der PDGF Familie iiben viele Funktionen aus und nehmen dabei wesentlichen Einfluss auf
Angiogenese, Proliferation, Migration und Immunfunktion in Tumorzellen und der
Tumormikroumgebung (178). PDGF-BB wird in der Tumormikroumgebung von
verschiedenen Zelltypen exprimiert und ist mit einer verstirkten Angiogenese und
Lymphangiogenese der Tumormikroumgebung und Migration von Tumorzellen assoziiert
(224,225). Dadurch, dass Endothelzellen die Grundlage fiir Neoangiogenese darstellen, wird
das angiogenetische Potenzial der Wachstumsfaktoren und speziell PDGF-BB deutlich.
Exosomenmedium stimulierte die Expression in MCF-7 Zellen von PDGF-A4 um das 2,5-fache,
wihrend die Expression von PDGF-B auf die Hélfte abnahm. Eine Exosomen vermittelte
PDGF-BB Reduktion in MCF-7 Zellen, stellt somit eine verringerte angiogenetische Potenz als
ADSC-KM dar, da dieses im Vergleich zu den ADSC-Exosomen zu einer Expressionszunahme
beider PDGF-Gene fiihrt und sich so mit einem proangiogenetischen Effekt vereinbaren ldsst.
Neben der vermutlich verringerten angiogenetischen Potenz, wirkt sich eine PDGF-BB
Reduktion ebenfalls negativ auf die Zellrekrutierung von ADSC durch Tumorzellen aus (180).
In einer Studie von Wang et al. konnte gezeigt werden, dass die exosomale miRNA miR-363-
5p tumorsuppressive Effekte durch Inhibition von PDGF-B ausiibt und so zu einer Abnahme
der Proliferation und Migration von MCF-7 Zellen fiihrt (212). Des Weiteren ist eine
verringerte miR-363-5p Konzentration mit Metastasierung und einem verringertem
Gesamtiiberleben von Mammakarzinompatienten assoziiert (212).

In Gliomen konnte eine positive Korrelation von PDGF-AA und PDGF-BB mit dem Grad an
Malignitdt nachgewiesen werden (226). PDGF-BB hat direkte Effekte auf Endothelzellen und
kann so proangiogene Effekte ausiiben, wogegen PDGF-AA nicht dasselbe angiogene
Potenzial besitzt (172,227). Es wird kontrovers diskutiert, ob PDGF-AA im Vergleich zu
PDGF-BB eher eine antiangiogenetische Wirkung iiber FGF vermittelt (227,228). Damit wire

eine Expressionszunahme von PDGF-A durch Exosomen mit dem vorher beschriebenen
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antivaskuldren Remodeling vereinbar (219). PDGF besitzt die Fiahigkeit zu dimerisieren und
aus den Genen PDGF-A und PDGF-B drei verschiedene Wachstumsfaktoren zu bilden (175).
Dariiber hinaus werden die exprimierten Proteine posttranslationell bearbeitet und unterliegen
dem alternativen Spleifien (229). Die Untersuchung auf molekularer Ebene gibt daher nur einen
Anhalt fiir den Effekt von ADSC-KM und Exosomen. Eine endgiiltige Aussage zur
Expressionsverdnderung der verschiedenen PDGF Isoformen liee sich somit nur durch die
Bestimmung der Proteinkonzentration dieser treffen.

Die Ergebnisse eines in vitro Experiments sind nur bedingt auf die Realitdt iibertragbar und
kénnen nur einen Uberblick iiber die Tendenz eines Forschungsvorhabens geben. Zur in vivo
Validierung von angiogenetischen Prozessen, Wachstumsverhalten, Zellrekrutierung,
Metastasierung und Migration von Tumorzellen eignet sich ein Chick Embryo Chorioallantoic
Membrane Assay (CAM-Assay). Durch ein natiirlich unterentwickeltes Immunsystem des
Hiithnerembryos wird xenogenes Material, wie Zellen humanen Ursprungs, nicht abgesto3en
und lésst sich daher ausgezeichnet untersuchen (230,231). Es wurde bereits der Einfluss von
ADSC auf MCF-7 Zellen in diesem Modell gepriift. So konnte gezeigt werden, dass die MCF-
7 Zellen einen aggressiveren Phénotypus ausbildeten und die ADSC zu vaskuldren
Vorlduferzellen differenzierten. Neben eines Homing-Effekts konnte zusitzlich festgestellt
werden, dass die Angiogenese positiv beeinflusst wurde und molekularbiologisch die VEGF
Expression der Tumorzellen zunahm (232). Damit sind die Ergebnisse des CAM-Assays
kongruent zu den in vitro Ergebnissen mit einer ADSC-KM vermittelten VEGF-
Expressionszunahme der vorliegenden Arbeit. Durch die verstirkte PDGF-A sowie PDGF-B
Expression, lieBe sich wohlmoéglich zusétzlich der beobachtete Homing-Effekt und die
provaskuldre Modulation erkldren. Bisher wurde die Wirkung von ADSC-Exosomen auf
Tumorzellen im CAM-Assay noch nicht untersucht. Vermutlich liee sich eine endgiiltige
Schlussfolgerung iiber den angiogenetischen und onkogenen Einfluss von Exosomen auf

Tumorzellen im CAM-Assay finden.

6.7 Fazit zur onkologischen Sicherheit der AFT

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ADSC-KM einen pronkogenen Effekt
sowohl in den kolorimetrischen Assays als auch auf molekularer Ebene aufweist. Neben einer
Vitalitditszunahme und einer Verringerung der Zytotoxizitdt, wurden antiapoptotische Signale

im Vergleich zu proapoptotischen Signalen in den Tumorzellen vermehrt exprimiert. Des
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Weiteren konnte eine Expressionszunahme der Wachstumsfaktoren verzeichnet werden. Diese
proonkogene Beobachtung wird durch weitere Studien, die den Einfluss von ADSC auf
Tumorzellen untersuchten unterstiitzt (57,136,202). Dagegen zeigten ADSC-Exosomen keinen
proonkogenen und vermutlich einen eher suppressiven Effekt auf MCF-7 Zellen. Es konnte
eine zunehmende Zytotoxizitit in Abhéngigkeit von der Exosomenkonzentration nachgewiesen
werden. Molekularbiologisch wurden proapoptotische und Tumorsuppressorproteine vermehrt
exprimiert. Unter den Wachstumsfaktoren wurde ebenfalls eine vermehrte Expression von
VEGFA, jedoch uneindeutige Effekte auf die Gene der PDGF-Familie festgestellt. Der Einfluss
von Exosomen auf Tumorzellen ist in geringerem MaB, als der Einfluss von ADSC-KM
untersucht. Bisher konnte gezeigt werden, dass speziell exosomale miRNA eine
tumorsuppressive und antimetastatische Wirkung durch Hemmung der EMT ausiibt (211,212).
Neben der Untersuchung einzelner Zellen und derer EV ist unter den klinischen Aspekten einer
AFT als Rekonstruktionsoption nach Mammakarzinom, die genaue Betrachtung von
Lipoaspirat als Ganzes relevant. Dieses ist unter anderem reich an Wachstumsfaktoren wie
VEGF, FGF, PDGF-BB und Insulin Growth Factor (IGF) und besitzt daher eine ausgeprigte
regenerative Féhigkeit und dadurch moéglicherweise proonkogenes Potenzial (233). Der
Einfluss von Lipoaspirat und fetthaltigem Gewebe auf Tumorzellen wurde bereits untersucht,
jedoch werden auch hier die Ergebnisse kontrovers diskutiert. Einige Autoren sprechen sich
weder fiir einen proonkogenen noch einen tumorsuppressiven Effekt von Lipoaspirat aus,
wihrend Almarzouqi et al von einer onkogenesestimulierenden Wirkung ausgehen
(57,123,234). Die Diskrepanz der Ergebnisse in den unterschiedlichen Studien in Bezug auf
Stammzellen und deren Einfluss auf Tumorzellen ist weitreichend. Moglicherweise lésst sich
diese Beobachtung, neben unterschiedlicher Methodik, durch die Wahl der zu untersuchenden
Tumorzellen erkldren. So eignen sich hochaktive Tumorzelllinien wie MCF-7 nur bedingt flir
die Verwertung eines Experiments, da klinische Isolate eine realistischere Situation darstellen
(66).

Obwohl experimentelle Daten teilweise fiir einen proonkogenen Effekt von ADSC oder
fetthaltigem Gewebe sprechen, ist man sich aus klinischer Betrachtungsweise zunehmend iiber
die onkologische Sicherheit der AFT einig. Nach einer AFT konnen morphologische
Verdnderungen der Mamma auftreten, sodass die radiologische Begutachtung eingeschrinkt ist
(116,117). Grade fiir die Erkennung von Mammakarzinom-Rezidiven spielt die
Mammographie eine wesentliche Rolle. Delay et al. konnten zeigen, dass bildgebende
Verfahren in ihrer Methodik durch morphologische Verdnderungen nach einer AFT nicht

eingeschriankt wurden (235). Des Weiteren konnte auch nach zehn-jahrigem Follow-Up keine
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Zunahme von Rezidiven oder neuen Tumorprogressen verzeichnet werden (235). Zudem
stellen aktuelle Daten keinen Unterschied in der Rezidivrate, dem Gesamtiiberleben,
Fernmetastasierung und damit keinen proonkogenen Effekt einer AFT fest (120-122).

Der CAL stellt eine weitere Verbesserung der AFT dar und weist positive regenerative
Funktionen durch den hohen Anteil an ADSC auf (41). Es stellt sich die Frage, ob durch die
Anreicherung mit ADSC wiederrum proonkogene Effekte verstirkt werden. In einem
Tiermodell konnten Jin et al. einerseits die Uberlegenheit von Zell-angereicherten
Transplantaten und andererseits die onkologische Sicherheit im Vergleich zur klassischen AFT
nachweisen (236). Durch die methodische Limitation im Sinne eines Tiermodells, bleibt

abzuwarten ob humane Studien die Sicherheit des CAL ebenfalls belegen konnen.
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7 Zusammenfassung

Die Plastische Chirurgie macht sich in rekonstruktiven Eingriffen nach der Resektion von
Mammakarzinomen die ausgeprigten regenerativen Fahigkeiten von ADSC zu Nutze.
Wihrend man sich in klinischen Studien iiber die onkologische Sicherheit der AFT zunehmend
einig ist, weisen experimentelle Daten auf einen proonkogenen Effekt der in der AFT
befindlichen ADSC hin. Die zu den EV gehdrenden Exosomen wurden in diesem Kontext
bisher nur gering untersucht.

In der vorliegenden Arbeit sollten durch die verschiedenen Betrachtungsweisen der ADSC-
Exosomen und den direkten Vergleich mit ADSC-KM, neue Erkenntnisse iiber die
onkologische Sicherheit der AFT prisentiert werden. Dazu wurden ADSC unter serumfreien
Bedingungen kultiviert und aus dem Medium die Exosomen {iiber eine Kombination
verschiedener Methoden isoliert. Danach wurden Vitalitits- und Zytotoxizitétstests mit MCF-
7 Zellen unter Zugabe von ADSC-KM und Exosomen durchgefiihrt. Nach diesen
kolorimetrischen Versuchen wurde im gleichen Versuchsansatz die RNA der MCF-7 Zellen
isoliert und die Expression verschiedener Gene molekularbiologisch untersucht. Unter
molekularbiologischer Verifizierung konnte gezeigt werden, dass ADSC-KM einen
antiapoptotischen und Zytolyse-hemmenden Effekt auf MCF-7 Zellen ausiibte. Dariiber hinaus
wirkte sich ADSC-KM positiv auf Wachstumsfaktoren aus. Dagegen zeigten Exosomen einen
proapoptotischen Trend und einen zytotoxischen Effekt. Des Weiteren ist der Einfluss von
Exosomen auf Wachstumsfaktoren suppressiver als durch ADSC-KM ausgeprigt, jedoch
uneindeutig im Bezug zur PDGF-Familie.

Die in vitro gewonnenen FErgebnisse geben eine Ubersicht iiber die vermutlich
tumorsuppressive Funktion von ADSC-Exosomen. Zukiinftig wiirde sich ein in vivo
Experiment in Form eines CAM-Assays anbieten um die ermittelten Ergebnisse zu verifizieren

und die exakte Wirkung der Exosomen darzustellen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

ettt bttt h e bt et h e bt et eh e bttt h e bt et e bt tes Grad Celsius
ADSC ..ottt Adipose-Derived Stem Cell
ADSC-KM ..ot ADSC-konditioniertes Medium
AFT oottt ettt ettt autologe Fetttransplantation
ATCC o American Joint Committee on Cancer
ALK ettt et e be e aaeebeeenreeneenn apoptotische Korper
AR ettt autologe Rekonstruktion
Bad ..o Bcl-2 Associated Agonist Of Cell Death Protein
BaK oo Bcl-2 Homologous Antagonist/Killer
BaX o e Bcl-2-Associated X Protein
BCIo2 ettt en B-Cell Lymphoma 2
BCL-XL cnteiiieeeeet e B-Cell Lymphoma-Extra Large
BET e ettt brusterhaltende Therapie
BMSC e mesenchymale Knochenmark Stammzelle
CAL ettt ettt ettt ennas cell-assisted Lipotransfer
CAM-ASSAY oottt Chick Embryo Chorioallantoic Membrane Assay
O] D) ) USSR Cyclin-Dependent Kinase
CDINA Lttt ettt et et e st e et eenae e beesateebeesnbeeteenn complementary DNA
CTMLe ettt et b et e e bt at e e bttt e a e e h e bt e h e bt et e ae e bt bt e h e e bt et e htenh e et e bt e bt et eae e b enees Zentimeter
Ottt sttt st Kohlenstoffdioxid
CTGE e Connective Tissue Growth Factor
DMEM ....ooiiiiiiiiiieteeeeee e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-high glucose
DIMSO .ttt ettt ettt et e bt eenbeebeennaeenne Dimethylsulfoxid
EGF e et Epidermal Frowth Gactor
EMT o epitheliale-mesenchymale Transition
BV ettt sttt et extrazelluldre Vesikel
B S e et Fetal Bovine Serum
FGE e Fibroblast Growth Factor
HGF ettt Hepatocyte Growth Factor
IBR oo Implantat-basierte Rekonstruktion
LG et Insulin Growth Factor
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LV e intraluminére Vesikel

ISCT e International Society for Cellular Therapy
ISEV e International Society of Extracellular Vesicles
KD ettt ettt ettt be et st Kilodalton
LDH ..ottt et sttt e b e sna e ebaeeaaeens Lakatdehydrogenase
ML ettt bt h e bt h e bt et e a bt bt et ea e h e b et bt ettt nae Mol
1Y (O PP PRRT Michigan Cancer Foundation-7
10071 1 OO OO TP P OO PSPPI Minuten
IIRINA Lttt ettt ettt sb et s e bt enbe s micro RNA
100 LSOO OO P SR SORPUPRPRPI Milliliter
1001 10 OO OO PO PSPPI Millimeter
MRINA Lttt et e s st e s sabee e abeesaaeeea messenger RNA
IMISC ettt ettt ettt ettt e eneas mesenchymale Stammzelle
IV ettt et et h et ettt et nhe e Mikrovesikel
IMIVE ettt st multivesikuldre Endosomen
IMWECO ...ttt ettt e saae b e sebeensee s Molecular Weight Cut Off
01 PO PO PP PP PPPPPRRORPPPPRIN Nanogramm
1100 RO OO PP P PO PP P PR OPPOTOP PR OPRRRPP Nanometer
P21 e ettt et e s eabeeea Tumorsuppressorprotein 21
P 3 ettt e st e et e et e e bt e s eabeeea Tumorsuppressorprotein 53
P S et Phosphate Buffered Saline
PCR et ettt polymerase chain reaction
PDGE ..o e Plateled-Derived Frowth Factor
PH e ettt ettt e e beesnbeenee s potencia Hydrogenii
1020010 ) ISP Pikomol
PRB e Retinoblastoma-Associated Protein
(0 ISR relative centrifugal force
15 0) 10 PO revolutions per minute
20 OO PP U PPPPORROPPPPPPROt Raumtemperatur
S DS ettt ettt e et eeseeenaaens Sodium Dodecyl Sulfate
S  wrtteuteeute et et et eh et a bttt h e bttt e h e bt e Rt e h e bt et eh e e bt e Rt e eh e e bt et e eh e e bt enteeh e e bt et e sae e b enees Sekunde
SIRINA ettt sttt et st e e sanas small interfering RNA
SV E e stromale vaskuldre Fraktion
B S ettt st et st Tris-buffered Saline
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VEGE oo Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFA ..o Vascular Endothelial Growth Factor A
O-MEM ..o a-Minimum Essential Medium Eagle
LLE - vteettenteeeute et e et e et e e a bt et e e et e e bt e ea b e et e e e bt e b e e enb e e aeeeabeeehaeenbeeenbeenbeeanteenbeeanneenteennnaens Mikrogramm
UL ettt ettt e b et e e bt e e abe e bt e abe e beeeabeenbeeenteenneenaaeenne Mikroliter
LLIYL ¢ttt ettt et ettt et e et et e et e e seeenb e e st e e abe e st e e st e e st e enb e e teeenbe e bt e enbeennaeenbeenseeenbeenneas Mikrometer
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10 Materialienverzeichnis

10.1 Einwegmaterialien

Advanced TC™ Multi Platten (6-, 24-, 96-)
Centricon Plus-70 Zentrifugen-
Filtereinheiten

Gefrierlagerrohrchen Cryo.s
Mikroreaktionsgefa3 SafeSeal (1,5 ml)
Nitrocellulosemembran Amersham Protran
0.2 NC

Parafilm

PCRmax ECO 48 Real-Time qPCR PCR
Plate

Pipettenspitzen, gestopft

Serologische Pipettenspitzen (2 ml, 5 ml, 10
ml, 25 ml, 50 ml)

Spritzenfilter (0,2 pm)

Zellkulturflaschen (T75, T175)
Zellkulturschalen Cellstar (100 mm)
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

10.2 Chemikalien

Acrylamid
Ammoniumperoxodisulfat
a-MEM Eagle
B-Mercaptoethanol
Collagenase von Clostridium hystolyticum
DMEM

DMSO

Ethanol

FBS

Glutamax

Isopropanol

Odyssey Blocking Buffer
Page Ruler Prest NIR
PBS
Penicillin-Streptomycin
Resazurin

SDS

Temed

Tris Base

Trypsin

TWEEN 20

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Merck Millipore, Darmstadt

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

VWR International GmbH, Darmstadt
Cole-Parmer, Vernon Hills, USA

Biosphere plus, SARSTEDT, Niimbrecht
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
SARSTEDT AG & Co, Niimbrecht

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

Merck Millipore, Darmstadt
LI-COR Biosciences, Lincoln, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PAN Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Blue S’Green qPCR Kit Separate ROX
Master Mix

10.3 Zelllinien

MCEF-7

10.4 Primer

Bad

Bax
Bcl-2
GAPDH
PDGF-A
PDGF-B
RB1
TP53
VEGFA

10.5 Antikorper

Mouse Anti-Human CD63 antibody
IRDye 680CW Goat Anti-Mouse antibody

10.6 Kits

Exosome Isolation Kit Pan, human
LDH Assay Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

10.7 Gerite

Brutschrank (HERA cell 240)
ECO Real-Time PCR Gerit
Einfrierbehilter
Inkubationsbox
Lichtmikroskop

MACS MultiStand

Mini Protean tetra System
Neubauer Zahlkammer

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf

Cell Lines Service, Eppelheim

Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg
Eurofins Genomics GmbH, Ebersberg

Thermo Scientific, Waltham, USA
LI-COR Biosciences, Lincoln, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Abcam, Cambridge, UK

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Waltham, USA
[llumina, San Diego, USA
NALGENE, New York, USA
LI-COR Biosciences, Lincoln, USA
hund WETZLAR, Wetzlar

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Bio Rad, Hercules, USA
Marienfeld, Lauda-K6nigshofen

82



Odyssey Imaging System

Pipetten (2 pl, 10 pl, 100 ul, 1000 ul)
Plattenphotometer Varioskan Flash
Schiittelgerét

Sicherheitswerkbank
Spektralphotometer Nano Drop 2000c
Vortexer (Combi-SPIN FVL-2400)
Wasserbad

Zentrifuge (Rotina 380R)

UMACS Separator

10.8 Software

Excel
GIMP

LI-COR Biosciences, Lincoln, USA
eppendorf Reference, Wesseling-Berzdorf
Thermo Scientific, Waltham, USA
Edmund Biihler GmbH, Hechingen
Schulz Luftttechnik GmbH, Sprockhovel
Thermo Scientific, Waltham, USA
Kisker, Steinfurt

memmert, Schwabach

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Microsoft Office
Das GIMP-Team
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