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Abstract

1 ABSTRACT

Extracellular vesicles (EVs) are secreted into the extracellular space by almgstedi/er the
human bodyEVs can transporufictionally active biomolecules between cells, so they play an
important role in celcell @mmunication. In addition to piteins, lipids andDNA, they also
transport RNAsincluding several classes of coding and noncoding RNAs, some of which have
been shavn to be selectively packaged into vesicles. Howevernteehanism of packaging,

protein factorsand sequence elements thdeterminethis specificity remains largely unknown.

The aim of the presented work te contribute to the understanding of RNA ftiag into EVs as

well as to identify characteristic features of EV RNA. For this purpose, reporter systems were
designed resulting in different types of modified transcripts. These include RNAs with different
lengths on the one hands well alRNAs with dferent cap structures and with/without poly(A)

tail on the other hand. These reporter constructs were then transfected into cells and the
expressed EV RNAs were quantified. Furthermore, the amounts of RNA present in EVs were
guantified in absolute term®oth endogenous RNAs (U6 snRNA, U1 snRNA, Y1 RNA, and GAPDH

MRNA) and RNAs expressed by reporter constructs were quantified.

Small RNAs were found to be more efficiently packaged into EVs than largdroadslition,
RNA polymerase {fjenerated transcpts were shown to be secreted more eféntly into EVs
compared to polymerasél transcripts. Surprisingly, quantitative analysis revealed no RNA
accumulation in vesicles compared to total cellular levels, for both overexpressed reporter
transcripts and adogenous RNAs. RNA appears to be associated wittority/ at low copy

numbers, between 0.02 and 1 molecule per EV.

Since investigations from previous studies showed preRIWA interactions favoring specific
loading of (Mi)RNAs into EVs, iarvivo SELEXas performed to identify RNA motifs, followed

by bioinformatic evaluation. Here, reporter constructs expressing a random pool of RNAs (N40)
in the cells were used; subsequent EV RNA isolation and library preparation were intended to
identify enriched segences. However, no specific enrichment of a sequence motif could be

identified.
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2 ZUSAMMENFASSUNG

Extrazellulare Vesikel (EVs) werden von fast jeder Zelle des menschlichen Koérpers in den
extrazellularen Raum sezerniert. Dort konnen Hwktionell aktive Biomolekulezwischen

Zellen transportieremund sind somit Bestandteil der Z&éllkommunikationNeben Poteinen,

Lipiden und DNA transportieren sie RNAs, darunter verschiedene Klass&ndierenden und
nicht-kodierenden RNAs, von denen einige selekiiv Vesikel verpackt werden. Die
Proteinfaktoren, Mechanismen dn Sequenzelemente, die diese Spezifitat bedingsind

jedoch noch weitestgehend unbekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zum Verstandnis liber das Beladen von RNAs in
EVs zu leisten sowie Charakteristika von -EMA zu identifizieren. Dazu wurden
Reporterkonstrukteentworfen, die zu verschiedemodifizierten Transkripte fihrten. Zum

einen wurden RNAs mit verschiedenen L&ngen exprimiert und zum anderen RNAs mit
verschiedenenCapStrukturen sowie mit/ohne Poly(Achwanz. Diese Reporterkonstrukte
wurden anschlieRend in Zellen transfiziert und die exprimierterREMs quantifiziertDes
Weiteren wurden die in EVs vorhandenen RWNéngen absolut quantifiziert. Hierbei wurden
sowdhl endogene RNAGU6 snRNA, Ul snRNA, Y1 RNA und GAPDH raRN&ich durch

Reporterkonstrukte exprimierte RNAsrwendet

Es konnte festgestellt werden, dass kleine RNAs effizienter in EVs verpackt werden als grof3e.
Des Weiteren konnte gezeigt werden,ssaRNAPolymerase HTranskripte im Vergleich zu
Polymerase {Transkripten effizienter in EVs sezerniert werden. Uberraschenderweise ergab die
quantitative Analyse keine RN¥kkumulation inden Vesikeln im Vergleich zu dagpsamt
zellularen Level, undies sowohl bei Uberexprimierten Repori€ranskripten als auch bei
endogenen RNAs. RNgt nur in einer niedrigen Kopienzahl (0,02 Molekd pro EV) mit EVs

assoziiert

Da Untersuchungen vavorangegangenen Studien ProteRNAInteraktionen zeigten, dielas
spezifische Beladen von (mi)RNAs in EVs beglnstigten, wurdeén eifvo SELEX zur
Identifizierung von RNAMotiven mit anschlieBender bioinformatischer Auswertung
durchgeflihrt. Hierbei wurden Reporterkonstrgkterwendet,welcheeinen zufallsgenerierte
Pool an RNASN4O0) in den Zellen exprimierten, welchaschlielendn EVs verpackt wurden.
Durch anschlieRende ERNAIlsolation und LibranPréaparation sollten angereicherte
Sequenzen identifiziert werden. Es konnte jedoch keine spezifische Anreicheineg

Sequenzmotivs detektiert werden.
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3 EINLEITUNG

3.1 Extrazellulare Vesikel (EVSs)

Extrazellulare Vesikel (EVs) sind Membranpartided von einer Vielzahl von Zellen und
Organismendarunter Séauggierzellen, grampositive undnegative Bakterien, Pilze, Pflam,
Hefen, Nematoden und einzelligen Organisniarden extrazdularen Raum sezerniert werden
(Gyorgyet al. 2015. Dort transportieren sie funktionell aktive Biomolekile (Nukleinsduren,
Proteine und Lipide) zwischen Zellend sind somit Bestandteil d&eltZellkommunikatiorfvan
Nielet al. 2018 Simons & Raposo 200Bhéryet al. 2009 Lotvallet al. 2014).

Der Begriff EV beschreibt eine grofl3e heterogene Population von Vesikeln, welche stark in ihrer
GroRe, chemische Zusammensetzung und Funktigarieren, abhéangig davqrwie und von
welchem Zelltyp sie gebildet wurderLdtvall et al. 2014 van Nielet al. 2018. Die EV
Klassifikation stellt eine grofl3e Herausforderung dar, aufgrund von fehlenden, einheitlichen oder
spezifischerMarkern fiir die einzehen Populationersowie einer einheitlictstandardsierten
AufreinigungsmethodeWitwer et al. 2017). Die derzeitig gelaufige Unterteilung geschieht

anhand der Gréf3e und des Biogenesewegs.

Hierbei unterscheideman drei Hauptpopulationen: Exosomen, Mikrsikel und apoptotische
Kdrperchen(engl.apoptotic bodies) (YafieZMO et al. 2015). Exosomen weisen eine Grof3e von
30 - 100 nm im Durchmessexuf und habenhren Ursprung intrduminal im muliveskuléren
Endosom (MVEPDurch multivesikulare Endosomfusion mér Plasmameabran kommt es zur
Freisetzung den®somen in den extrazellulardaum(Théryet al. 2009, van Nielet al. 2018
Mathivanan& Simpsor2010). Mikrovesikel haben eine Grdof3e von 50 afinum im Durchmesser
und entstehen durch direkte Ausstilpungd Abschnirung von der Plasmamemb(@héryet

al. 2009 van Nielet al. 2018 YafezZMO et al. 2015 Ratajczaket al. 2006. Apoptotische
Koérperchenhaben eine GréRe voBOO nm- 5 um im Durchmesser, sind somit dietten
Vertreter, und werden wahrend er Apoptose von Zellen freigesettiet al. 2020, Théryet al.
2009 Caruso & Poon 20)8\eben den drei erwéhnten Hauptgruppen gibt es noch viele weitere
Subpopulationen, wie z.B. Ektosomen, Exomere, Mikropartikel, Onkosomen etc. (siehe

Abbildung 1Aund Théryet al. 2009, Cocozzat al. 2020).

Lange wurde angenommen, dass die Funktion von extrazellularen Vesikeln die Entsorgung von
S Y VI I a u s Johthstoneet &le 1987 Jedoch trick(, wie schon oben erwahnt,
zunehmend ihrdBedeutung fur die irerzellulare Kommunikatioalswichtiger Vermittler vieler
(patho)physiologischer Prozessehr und mehr in den Fokuklérrmannet al. 2021). Durch den
Transport verschiedener funktioneller BiomolekétnnenEVsphysiologische Veréanderungen

in der Empfangrzelle induzieren (siehe Abbildung 1B. Sie kénnen Signalkaskaden in der
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Empfangerzelle vermitteln oder sie werden abgebaut und diemlsiNahrstdfquelle fur die
EmpfangerzelllAuRerdem kénnen siasBlut- oderLymphgefal3systerineigesetzt werdemnd

so aktive Biomolekilan weitentfernte Zielzellen abgebeiC6cozzat al. 2020.
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Abbildung 1. Ubersicht iiber die Subtypen, Funktionen und die Zusammensetzung von extrazelluléren Vesikeln

A) Dargestellt sind die hdufigsten Subpopulationen von extrazelluldren Vesikeln, darunter Exosomen, die durch
multivesikuldre Endosomfusion mit der Plasmamembran und anschliefSender Freisetzung der intraluminalen Vesikel
(Exosomen) in den extrazelluldren Raum entstehen. Mikrovesikel, die durch direkte Ausstiilpung und Abschniirung von
der Plasmamembran entstehen sowie apoptotische Kérperchen, Exomere, Onkosomen, Ektosomen und Mikropartikel.
B) EVs kénnen Empfingerzellen tiber verschiedene Wege beeinflussen: Durch Rezeptor-vermittelte Signaltransduktion,
durch den Transfer von aktiven Biomolekiilen oder durch die Interaktion mit der extrazelluldren Matrix. Aufserdem
kénnen sie als ,,Abfallentsorgungssystemvon der Zelle genutzt werden.

C) Klassischer Aufbau eines EVs (Cocozza et al. 2020, Abbildung modifiziert).

3.2 Molekulare Zusammensetzung von EVs

Die genaue molekular&usammensetzung von EMgsnoch nicht abschliel3end geklartisBer
wurde eine grol3e Anzahl verschiedener Biomolekile identifi@eheAbbildung 1§, darunter
Proteine (z.B. Rezeptam, Transkriptionsfaktoren, Enzyme und extrazellulare Matrixproteine),
Lipide und Nukleinsauren (DNA uRdA), welche sich innerhalb oder auf der Oberflache der
EVs befindekdnnen(Mathivanan& Simpsor2010 Kowalet al. 2016 Jeppeseret al. 2019).

Die EMMembran besteht, im Gegensatz zu den einschichtigen Membranen der Lipoproteine

(HDL und LDL), aus einer Lipidppelschicht, die der Plasmamembran einer Zelle &hnelt

2
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(Zaborowskiet al. 2015 Laulagnieret al. 2004). EVs sind mit Cholesterol, Phosphalsdyin
Sphingomyelin, Glycosphingolipidamd ungesattigten Fettsduren angereichert, dies kann
jedoch abhéangig von der Ursprungszelle variieEaharkasyt al. 2020. Proteomischestudien
legen nahe, dass es eine-K¥rnproteinsignatur aus hoelprimiaten vesikularen Proteinen
gibt (Herrmannet al. 2021).

Prinzipieldl kann auf Proteinebene zwischen zw
Den hochexprimierten, stark angereicherten und unabhéngig von der Ursprungszelle
exprimerten Proteinen, den, t y p i s eProwineh unl ®en Proteinkomponentewgelche

die spezifische Herkunft aus der Ursprungszelle widerspi€Beiyle & Wang 201Mashouri

et al. 2019 Mathivanan& Simpson2010. Beispiele hierfur sind MHKlassd- und Klassdl-
Molekile furantigenpréasentierende Zelleffransferrinrezeptan bei RetikulozytenCDdei T
Zellen und die GluR2/aUntereinheiten von GlutamaRezeptoren bei NeuronenAuch
Adhasonsmolekile wie CAMs, Integrine uritktraspaine kénnen zelltypspezifisch an der
exosonalen Oberflacheexprimiert werden Yan Nielet al. 2006. Zu den , kl-assi ch
Markerproteinen zahlen vor allem di&etraspanine CD63, CD81 und CB@sions und
Transferproteine wie R&2, Rab7, Flotillin und Annexihtitzesclockproteine wie Hsc70 und
Hx90; Zytoslkelettproteine wie Aktin, Myosin und Tubulin sowkoteine wie Alix, di@an der
Biogenese beteiligt sin(Mashouriet al. 2019 van Nielet al. 2006). Die meisten EVs werden
biochemisch durch das Vorhandensein diegassischeh EVMMarkerproteine identifiziert.
Insbesondere CD9, CD63 und CD8L1 sind die am haufigsten verwendeten Markergidtéige

et al. 2018. Doch selbdbeziiglichdieser Markegibt es bekannte Kontroversen. In einer Studie
waren CD9 und CD81 konsistenteatker, wahrend @ Expression von CD63 je nach Zelllinie
variierte (Yoshiokaet al. 2013).

Des Weiteren kdnnereVs DNAeinhalten was in einigen Studien gezeigt werden konnte
(Guesciniet al. 2010,Balajet al. 2011, Kahlertet al. 2014, Thakuret al. 2014). Die Grole dr

DNA scheint jedoch auf 0,1 55 Kilobasengare beschrankt zu seifiThakuret al. 2014).
AulRerdem bleibdie funktionelle Bedeutng nach wie vor unbekaniiZaborowsket al. 2015).
Durch de vermehrte Nutzung von RNBegDaten konnten verschiedenBNAPopulationenin

E\s detektiert werden, daruntemRNA, noncoding RNAs einschliellich miRNAs, IncRNAs,
snoRNAs, tRNAs, rR§IAiRNA und circRNA(Preul3eret al. 2018 No | t e - éttl. 2012 e n
Turchinovictet al. 2019 OBrienet al. 2020). RNAKkOnnen nach denk\vermittelten Transport
entweder translatiert werden oder regulatorische riktionen austben Zomeret al. 2015

Vojtechet al. 2014 Valadiet al. 2007).
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3.3 Biogenese von Exosomen und Mikrovesikeln

Bei der Entstehung von Exosomen kann zwis@é®@Rabhangigen und ESCGRiabhéngiga
Mechanismerunterschieden werderBei denESCRKomplexer(endosomal sorting complexes
required for transport) (FernandeZTrillo et al. 2016)handelt es sich um vier KomplefgeSCRT
0, ESCRITESCRT und ESCRT), die jeweils aus verschiedengntereinheitenbestehen(Qui

et al. 2021). Mit Hilfe weierer akzessorischer Proteine sind sie an der Membranformung und
Invaginationund somit derBildung desnultivesikulare Endosms (MVE)beteiligt (van Nielet

al. 2018).

Die ESCRWaschinerie agiertlabei schrittweis€sieheAbbildung 2A, durch de Aktivierungles
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate (HRS), durcRhosphatidylinosital
3-Phosphat(Ptdins3P)kommt es zurAnlagerungvon ESCRT an die endosomale Membran.
AnschlieRend rekrutiert HRS Clathrin, was zum Clustering der Membran in Mikrodoméanen fihrt.
Des Weiteren bindet HR®iquitinierte Proteine was essentiell fir die Sortierung d@roteine

in die Mikrodoménenst (Teng & usseneggr 2020, Quet al. 2021, van Nie¢t al. 2018, Zhang
et al. 2019, Reineret al. 2017). Durch direkte Interaktion von HRS (ESCRINnd TSG101
(ESCRI) kommt es zur Rekrutierung des ESCRd@mplexes an die endosomale Membréxe
weitere Interaktion zwschendem ESCRIT und ESCRII-Komplexist fiir die Sortierung der
Proteine in den MVEnNd die Invagination der endosomal&fembran wichtig, sie wird durch
VPS28 (ESCRTund EAP45 (ESCRTangeregtQuiet al. 2021). Der ESCRTI-Komplexwird
durch den ESCRIT-Komplex rekrutiert, durch direktBindung von CHMP6 (ESdRTan EAP20
(ESCRI). Fir die Abschnlirung der intraluminalen Vesikel (Iliglas Lumen des Mg¢kird
ESCRIT bendétigt(Reinerst al. 2017, Teng & ussenegge2020. Anschlieendvird der ESCRT
lll-Komplex, unterstitzt durch die ATPase VPS4, recycelt (Teng & Fusseneggeb@f@20dlie
Interaktion mit dem Zytoskelett und kleine@TPasenRabProteine) wird der MVE zur
Plasmamembran transportierT éng &ussenegge2020). Die anshlie3ende Fusion des MVEs
mit der Plasmamembran wird durch SNARBteine §oluble NSF attachment receptor) initiiert,
wodurch dielLVs als Exosomen in den extrazelluldaren Raum freigesetzt wéfadey &
Fussenegge2020 Quiet al. 2021).

Neuere Erkenntisse haben gezeigt, dass neben dem klassischen ES@BfTangige auch
ESCRiinabhangigeMechanismerngeben muss, die an der M\Bidung beteiligt sind, da die
gleichzeitige Hemung von ESCHIomplexen die MVBildung nicht aufhebt Teng &
Fussenegge2020). Ein Beispiel dafir ist der Synde«gyntheninAlixpathway (sieheAbbildung
2B), welcher unabhéangig von ESERTESCRITund ESCRIT ist, jedoch ESCRT benétigt.
Hierbei rekrutiert das Transmembranprotein Syndecan Synthenin, welches mit Alix iaterag

was die Bildung von ILVs und das Sortieren von Proteinen in die ILVs unterstiitzt. Zur
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Abbildung 2. Mechanismen der Biogenese von Exosomen

A) Beim ,,klassischen” ESCRT-abhdngigen Mechanismus werden ubiquitinierte Proteine in der endosomalen Membran
von ESCRT-0 erkannt, das durch die Bindung von PtdIns3P an die endosomale Membran rekrutiert wird, die durch
anschliefSende Clathrin-Bindung in Mikrodomdnen geclustert wird. AnschliefSend werden ESCRT-0, ESCRT-I und ESCRT-
Il kaskadenartig rekrutiert, wodurch die koordinierte Invagination der endosomalen Membran eingeleitet und die
Proteine innerhalb der Einstiilpung fixiert werden. ESCRT-Ill wird fiir die Abschniirung der ILVs rekrutiert und
anschliefSend durch VPS4 abgebaut.

B) Bei dem Syndecan-Syntenin-Alix-Mechanismus findet die ILV-Bildung unabhdngig von Ubiquitin, ESCRT-0, ESCRT-/
und ESCRT-II statt. ESCRT-IIl und VPS4 sind jedoch fiir den Abspaltungsschritt erforderlich.

C) Bei dem Ceramid-abhdngigen Mechanismus wird durch nSMase2 aus Sphingomyelin Ceramid gebildet. Dadurch
kénnen sich Lipid Raft-Mikrodomdnen bilden, die die Entstehung von ILVs begiinstigen.

D) CD63 spielt eine entscheidende Rolle im ESCRT-unabhdngigen Weg der ILV-Biogenese. CD63 kann mit
Tetraspaninen angereicherte Mikrodomdnen bilden, die die Entstehung von ILVs in MVEs beglinstigen. Abkiirzungen:
MVE = multivesikuldres Endosom, ILV = intraluminaler Vesikel, ESCRT = endosomal sorting complexes required for
transport, Pdtins3P = Phosphatidylinositol-3-Phosphat, STAM = signal transducing adapter molecule, HRS =
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate, TSG101 = tumor susceptibility gene 101 protein, VPS
(EAP) = vacuolar protein sorting, MVB12 = multivesicular body subunit 12, CHMP = charged multivesicular body
protein, Alix = ALG-2 interacting protein X, nSMase2 = neutrale Sphingomyelinase 2 (Teng & Fussenegger 2020,
Abbildung modifiziert).

Abschniirung der ILVs in das endosomale Lumen wedde ESCRIT-Komplex sowie RS
bendtigt (Teng &Fusseneger 2020. Des Weiteren kdnneiCeramie, die durch dieneutrale
Sphingomyelinase 2 (nSM&jeaus Sphingomyelin gebildetevden, Mikrodoménen (Lipid
Rafts) bilden, die die Entstehungon LVs in MVEs ausldsen kénnen (siéibildung 2Qund
Trajkovicet al. 2008 Teng &Fussenegge?020. Ein weitererESCRUinabhangiger Wegann
durch Tetraspanine initiiertverden (siehe Abbildung 2D, ohne das eine Ubiquitinierung,

ESCRKomplexeoder Ceramid erforderlich sind CD63 kanrMikrodomé&nen bilden, dienit
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Tetraspaninen angereichert sind, welche die Entstehuran ILVs sowie die endosomale

Sortierung von Proteinen in MVEs beglnstigean(Nielet al. 2011, Teng &-ussenegge2020).

Im Gegensatz zu Exosomeverden Mikrovesikel direkt von der Plasmamembraturch
Ausstilpungund Abschniirungn den extrazellularen Raum freigesefgtgntkowskiet al. 2018).
Bei der Biogenese kommt es zmolekubren Umstrukturierungen innerhalb der
Plasmamembran, einschliel3lichVeanderungen der Lipidkomponenten und der
Proteinzusammeretzung sowie einer Veranderung deé3Z*-Spieges. Reguliert wird die
Umstrukturierung durch C&*-abhangige enzymatischeMechanismen einschlieBlich
AminophospholipielranslokasenFlippasen und Floppasern$cramblasen und Calpain. Die
Umstrukturierung derMembranphospholipide(Translokation von Phosphatidylseran die
Oberflache der Plasmamembran) fuladr Biegungler Membran und zur Neustrukturierung
des Aktin-Zytoskeletts,das die Abschnirung deMembran und somit die Bildung von
Mikrovesikeln begunstigvan Nielet al. 2018 Mentkowskiet al. 2018).

3.4 EV-Aufnahme an der Empfangerzelle

Nach der Freisetzung von EVs in den extrazellularen Raum kbénnen sie mit Empfangerzellen
interagieren, in dem sie an Oberflachenrezeptoren binden odelem sie ihre,,Fracht
(Proteine, Nukleinsauren etc.) ins Zytoplasnii@isetzen Dies kann nachgeschaltete
Signalkaskaden auslésen, die die Zielzelle aktivieren oder zu Veranderungen in molekularen
Prozessen flihren, die den physiologischen oder pathophysiologischen Zudtandelle
verandern konnenKwok et al. 2021, Gurunget al. 2021). Die zellularen und molekularen
Mechanismen der Aufnahme von EVs in ihre Zielzellen sind noch nicht vollstandig verstanden.
Es wird angenommen, dass die-&M¥nahme entweder durch Clathrrermittelte Endozytose
(Tianet al. 2014), Makropinozytose Tianet al. 2014), Phagozytose-enget al. 2010), Caveolae
vermittelte EndozytoseNanboet al. 2013, Lipid Rafts (Svenssoret al. 2013 oder direkte
Membranfusion Jianget al. 2017) geschieht.

Dariber hinaus wurden Rezepteermittelte Mechanismen beschrieben, die
MembranauRenkomponenten wigetraspanineRanaet al. 2012, Lektine und Proteoglykane
(Shimodeet al. 2017) sowie IntegrindFuenteset al. 2020 fur die EVnternalisierung oder das
Andocken an die Zelloberflache bendétigen (sigkigbildung 3und Kwok et al. 2021). Des
Weiteren wird vermutet, dass auch zglezifische Rezeptoremie zum Beispiel TIM4AT{Zelt
ImmunglobulinMucin-Rezeptoreh an derBindungvon Phosphatidylserimeteiligt sind, die an
der EVOberflacheexprimiert werden fiyanishiet al. 2007, van Nieét al. 2018. Das weitere

Schicksal des aufgenommenen Vesikels kamrchd die Zusammensetzung seingr, Fr ac ht *“
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bestimmt werden. Die meisten EVs werden nach ihrer Aufnahma dadozytdren Weg
zugefiuhrt und groRtenteils durch das Lysosom abgebaut. Es ist aber auch mdglich, dass EVs dem
Abbau entgehen und ihren Inhalt in das Zytoplasma der Empfangerzelle entlaaseNi¢let

al. 2018)

Extrazelluldre EV-Aufnahme
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Abbildung 3. Aufnahme von extrazelluldren Vesikeln an der Zielzelle

EVs kénnen, je nach Zelltyp, durch verschiedene Mechanismen die Empfingerzelle beeinflussen. Dies kann indirekt

durch Bindung an Oberflichenproteine (z.B. Integrine, Tetraspanine, Lektine oder Proteoglykane) durch Initiation
verschiedener Signalkaskaden geschehen oder durch die direkte Aufnahme von EVs durch verschiedene Mechanismen

wie Makropinozytose, Phagozytose, Caveolae-vermittelte Endozytose, Clathrin-vermittelte Endozytose, Lipid Rafts

oder durch direkte Membranfusion an der Plasmamembran. Nach der Fusion kénnen die EVs entweder in das
multivesikuldre Endosom (MVEs) gelangen, wodurch sich die EVs mit endogenen intraluminalen Vesikeln (ILVs)
vermischen und durch anschlieSende Fusion des MVEs mit dem Lysosom abgebaut werden oder EVs kénnen ihre
,,Fracht” ins Zytoplasma freisetzen und somit funktionelle Prozesse in der Zielzelle induzieren (van Niel et al. 2018,
Abbildung modifiziert).

Neben dem genauen Mechanismus der-Anahme ist auch demMechanismus des
spezifischen, gezielteAnsteuersder EVs an ihre Empfangerzellmchweitestgehend unklar
Bnige Datenweisen darauf hin, dasiitegrine, die sich auf der Edberflache befinden mit
Adhasionsmolekilen (z.B. ICAM), die sich auf der Plasmbraarder Empfangerzelle befinden,
interagieren konnerfMorelli et al. 2004). Darliber hinauscheintdie Interaktion von Integrinen

mit extrazellularen Matrixproteinefe.B. Fibronektin) eine wichtig@l® in der Bindung von EVs
andie Empfangerzelleu spelen (Purushothamaret al. 2016). Es konnte gezeigt werden, dass
die Bindung a HeparansulfaProteoglykanen die Aufnahme von EVs aus Tumoren erhoht
(Christianson et al. 2013. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass spezifische

Integrinrezeptoren diselektive Aufnahme von EVs in bestimmte Prim&rtumore steuern kdnnen

(Hurwitzet al. 2019).
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3.5 Spezifisches Beladenvon RNAsin EVs

Die molekularen Mechanismen, die zur selektiven Beladung von EVs mit RNAs flihren, sind nach
wie vor noch nicht vollsténdig veestden. Die vermehrte Anreicherung von kleinen nicht
kodierenden RNAs sowie die asymmetrische quantitative Verteilung der RNAs zwischen den
Ursprungszellen und ihren freigesetzten EVs deuteten darauf hin, dass die Sortierung von RNAs
in EVs ein aktiver, ssltiver Prozess igBaglicet al. 2015 O'Brienet al. 2020 Chiouet al. 2018
Ragusat al. 2017, Quiet al. 202]).

Retrovirus-like Abschniirung Abschniirung von der Plasmamembran
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Abbildung 4. Mechanismen des selektiven Verpackens von RNAs in EVs

Dargestellt sind Mechanismen, die das spezifische Verpacken von RNAs in EVs regulieren. Zum einen kénnen RNAs
gezielt an die Plasmamembran gebracht werden, wo sie durch Ausstiilpung der Plasmamembran innerhalb eines
Mikrovesikels freigesetzt werden. Zum anderen kénnen sich RNAs aufgrund von erh6hten RNA-Konzentrationen im
Zytosol oder durch Erkennung von RNA-bindenden Proteinen (durch Sequenzmotive, sekundére RNA-Strukturen oder
spezifische Modifikationen) innerhalb des endosomalen Kompartiments befinden und so in intraluminale Vesikel (ILVs)
des multivesikuldren Kérpers (MVB) eingebaut werden. Der MVB kann durch Komponenten des Zytoskeletts
(Mikrotubuli) zur Plasmamembran gelenkt werden und an der Plasmamembran durch Arp2/3- generierte
Aktinfilamente, die durch Cortactin stabilisiert werden, andocken. Die ILVs werden durch Fusion mit der
Plasmamembran als Exosomen freigesetzt. Durch Membranmikrodomdnen (Lipid Rafts) kann es zu einer Anreicherung
von RNAs an der Membran kommen und somit zu einer anschliefSenden Verpackung in extrazelluldre Vesikel. Des
Weiteren kann RNA von retroviralen Hiillproteinen wie Gag erkannt und gebunden werden, was zu einer

virusdhnlichen Partikelfreisetzung fiihrt (O'Brien et al. 2020, Abbildung modifiziert).

Es ist inzwischen erwiesen, dass sich der AktivierungkDiferenzierungsstatusiner Zellen
den von ihr freigesetzten EMissoziierten RNAwiderspiegelt und somit eine partielle
transkriptomische Momentaufnahme des physiologischen oder pathologischen Status der

sezernierenden Zellen darstelateescuet al. 2017). Eine Veranderung deniRNAProfile von
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EVs konnte beKrebserkrankungenAutoimmunerkrankungenAsthma und HerzKreislauf
Erkrankungerbeobachtet werder(Mateescuet al. 2017).

Der Prozess deRNASortierung in EVkann durchzwei molekulare Komponegn gesteuert
werden: Zum einen denRNAbindenden Proteinen (RBPs und zum anderen den
Membranproteinen, die an der EBiogenese beteiligt sind (sielddbildung 4und Wanget al.
2021, OBrienet al. 2020).

Durch bioinformatische Analysen konnten angererté Motivsequenen von miRNAs in EVs
identifiziert werden. Diese Sequenzmotive (EXOmjsichieinen bei der Beladung von RNA in
EVs eine regulierende Funktion auszuuben. Das heterogene Ribonukleoprotein A2B1
(hnRNPA2B1) bindet miRNAs spezifisch durctEdéiennung dieser Motive und steuert ihre
Aufnahme in EV$hRNPA2BL1 liegt in EVs sumoyliert wardurch die Bindung von hnRNPA2B1
an die miRNAs kontrolliert wirdVillarroyaBeltri et al. 2013). Das heterogene nukleare
RibonukleoproteirlJ (hnRNPU) ist eireiteres RNAindendes Protim, das durch die Bindung
eines spezifischen SequenzmotiveAMRUGCU) das Verpacken von miRNAs beeinflusst (im
BesonderemiRNA 306p) (Zietzeret al. 2020. Ein weiteres RNAindendes Protein, von dem
angenommen wird, dass elée Sortierung von miRMNdAn EVs vermittelt, isBYNCRIR{RNPQ)
Durch die Erkennung des RiNIotivs hEXO (GGCU/RHnnen miRNASs spezifisch in EVs verpackt
werden (Santangelet al. 2016). Des Weiteren konnte eini-terminale RNADomane (NURR)

in SYNCRIBentifiziert werden diedasGGMotiv innerhalb dehEX@Sequenzrkennt (Hobor

et al. 2018. DasRNAbindende Protein Box1 (YBX1)ist ein weiteres gut besriebenes RNA
Bindepotein, dasan der Sortierung von mi23und miR133 in EVbeteiligtist (Shurtleffet al.
2016, Shurtlefet al. 2017, Liret al. 2019. Argonaute 2 (Ago2) ist ein RNwadendes Protein,
das Teil deRNAinduzerten Silencindkomplex (RISC) ist, der miRNAs und ihrenzZRNA
bindetund somitden Abbau der mRNAduziert oderdie Translation hemmt. Die Anwesenheit
von Ago2 in EVs ist umstritten und somit auch seine Rolle beim Verpacken von RNAs in EVs
(Arroyoet al. 201)). Es konnte jedoch gezeigt werdatass die Sortierung véxgo2 in EVs durch
MEKERKSignalereguliert wird die der Aktivierug von KRAS nachgeschaltet simdle
Phosphorylierung von Agagh Seri887 hemmt spezifisch eiAssoziation von Ago2 mit MVEs
und vermindet so die Sekretion in EVSowoh die Ago2Konzentration als auch didgo2
Phosphorylierungcheine die Sekretion spezifischeriRNAs in EVs zu kontrollier@vicKenzie

et al. 2016. Das Major Vault Protein (MVP) soll &xport des TumorsuppressdraiR193) in
EVs au®ickdarmkrebszellebeteiligt sein Tenget al. 2017). Das Lupus LBroteinist fur de
Sortierung von miRR22 inEVs au8rustkrebszelllien verantwortlich, in dem es an etlUUG
Motiv indermiR 122 bindet(TemocheDiazet al. 2019. DasELAWrotein HUR beschleunigt den
EVtvermittelten Export von miRNA@Iukherjee et al. 2016). AulRerden soll cer Serin und
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Argininrreiche Splei3faktor ISRSHlan der Verpackung von RNA in EVs beteiligt @@irt al.

2020.

Des Weiteren scheinen posttranslationale Modifikationen von RBPs (Sumoylierung,
Phosphorylierung sowie Ubiquitylierung) eine wigkt Rolle bei der EBeladung zu spielen
(Fabbianoet al. 2020. Membranproteine, die mit der EBiogenese in Verbindung stehen,
scheinen auch an der RMNgorierung in EVs beteiligt zu seidarunter nSMase2 (neutrale
Sphingomyelinase 2), VPS4ac(iolar protein sorting-associated protein 4A), Alix (avelloet al.
2016),Annexin A2 ANXA2)Klagiwaraet al. 2015)und Caveolinl (Leeet al. 2019 Wanget al.

2021, Groot & Lee 2020AuRRerdem scheint es, als kdnnteéipid Rafts, Bereiche die mit
Cholesterin nd Sphingolipiden angereichert sind, Nukleinsauren spezifisch binden und somit
das Verpacken in EVs beglnstigeWaOg et al. 2021). Eine knzentrationsabhangige
Verpackung konnte durclsquadritoet al. (2019 gezeigt werden. In der Studie hing die
Verteilung von miRNAs in Makrophagen und deren freigesetzten Exosomen von den zellularen
Ebenen ihrer Zieltranskripte ab.

Insgesamt deuten die Beobachtungen darauf hin, ddissRNASortierung inEVs ein sehr
komplexer Mechanismus ist, in dem RbiAdende Proteineeine primare Rolle einnehmen.
Neben den aktiven Mechanismen, bei denen die Beladung auf der Erkennung von spezifischen
Sequenen von RNAMolekilen beruht gibt esscheinbarauch passive Prozesse, bei denen die
Konzentration deRNAMolekiile eine entscheghde Rolle spielfRagusat al. 2017, Gambaro

etal. 2020).

3.6 EV-RNA und ihre mdglichen Funktionen

Die Erkenntnis, dass EVs funktionelle RiAekile transportieren kénnemat in den letzten
Jahrendazu geflhrt, dass sich die Forsng mehr mit ENRNA beshéftigt. Aisschlaggebend
hierfur ist ihr potenzieller Einsatz in der Medizine Ineisten Studiekonzentrierten sichauf
miRNAsda sie als potenzielle Biomarker betrachtet werdideet al. 2021, Yanet al. 2019 Mu
et al. 2021, Goet al. 2020, Ozawaet al. 2020, Mizohataet al. 2021, Liet al. 2015. Jedoch
ermoglichte das Aufkommen der RM#&gTechnologien die AnalygeringerRNAMengenwas
dazu fuhrte, dassn den letzten Jahrewviele verschiedene RNAypen in EVsdentifiziert
wurden; daruntermRNA, noncoding RNAs einschlie3lich miRNAs, INcCRNAS, snaiRRARAS,
tRNAs, rRN# piRNA, vt RNAsind circRNA (zusammengefasst ifurchinovichet al. 2019,
OBrienet al. 2020. Neben der Identifizierung der verschiedenen RiéAslie Quantifizierung
der mt EVs assoziierten RNAstscheidend Obwohl ein grol3es Interesse an-&360zirten
MiRNAs herrscht, konntenteressanterweise neue quantitative Studien zeiggagss miRNAs in

EVs relativ selten sin@n Bereich zwischen 0,0001 u@d RNAMolekilen proEV (Chevilletet
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al. 2014, Wei et al. 2017, Albaneseet al. 2021).Das miRNAs in EVs angereichert sind, wurde
lange angenommenga zirkulierende miRNAs extrem stabil und resistent gegentiber RNasen
sind und sie in ERraparaten haufig nachgewiesen wurd@ifanget al. 2010. Mittlerweile
konnte festgestellt werdendass sie Uberwiegend mRNAbindenden Proteinen wie Ago
assoziiert sind, was die miRNAs vor dem Abbau durch RNasen szt (et al. 2011,
Turchinovicket al. 2011, Chevilletet al. 2014. Des Weitererkonnte gezeigt werden, dass auch
MRNAS nur in geringem Mafait EVs assoziiegind Im Gegensatz dazsind andere RNAs,
insbesonderesolche, d& von der RNAolymerase Il transkribiert werdewie zB. ¥YRNAs nd
tRNA{Fragmente) anscheimel reichlicher in EVs vorhande@eiches gilt flir snRNAsd rRNA
FragmentgWeiet al. 2017).

Extrazellulare Vesikel Heterogener EV-Inhalt Unterschiedliche Empféngerzellen Funktionen der EV-RNA
(verschiedene RNAs mit (abhéangig von z. B. Zelltyp, (unterschiedliche Aufnahme ;
unterschiedlichen Funktionen) Stimuli, Behandlungen) und Funktion der EVs) Bekanrlte Funktion
: Ribosom ﬂg“
i s AAAA  —
P P
/ mRNA Proteinsynthese
@) O @i?er\ i
= 2 O 9, o oy ——» wnllln
Ca = miRNA Hemmung
A der Translation
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g L O, - ., mm% —__, Oligomerisierung
i,\\: und hemmt
\\ Vault RNA die Autophagie
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mRNA Uridinylierung Recycling

Abbildung 5. Mégliche Funktionen von EV-RNA

Die Funktionen von EV-RNA lassen sich in drei Gruppen einteilen: Bekannte Funktionen wie z.B. bei mRNAs, miRNAs
(gelb), vermutete Funktionen z.B. fiir vt RNAs (blau) und unbekannte Funktionen wie z.B. fiir fragmentierte/ abgebaute
(methylierte und uridylierte) mRNA-Molekiile (orange). Welche Funktion die verschiedenen EV-RNA-Typen in ihrer
Empféngerzellen ausiiben kénnen, hédngt von der Zusammensetzung der EVs ab sowie der Féhigkeit des Erkennens

und der Aufnahme in die Empfdngerzelle (O'Brien et al. 2020, Abbildung modifiziert).

Da die Aufnahme von EVs Uber endosomale Mechanismen geschidlhtlies in Bezug auf den
funktionellen Transfer von RNAs ein Problem dar, da eine wichtige Audiged®s Weges darin

bedeht, die aufgenommen EVs zum Lysosom zu transportieren und somit abzubauen. Die RNA
muss diesem Mechanismus entfliehen, um ihre poigle Funktion in der Zielzelle zu erfiillen
(OBrien et al. 2020). Die moglichen Funktionen von RNAs, die durch EVs transferiert wurden,
lassen sich in drei Kategorien einteilen: Den bekannten Funktionen, den vermuteten Funktionen
und den véllig unbekantan Funktionen Q@' Brienet al. 2020. Zuden bekannten Funktionen,
gehdrender Transfer von ®RNAs, die fur Proteine kodieramd die anschlieRend in der

Empfangerzelle translatiert werdenVdladi et al. 2007, Skog et al. 2008 sowie die
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regulatorischen Fuktionen von miRNAsZum Beispiel kbnnen E¥as Hirntumoen, die miR

19ab transportieren, dieinen wichtigen Tumorsuppressor Krebszellen hemmt und dadurch
dasWachstum vorHirnmetastasen begunstigEhanget al. 2015 zusammengefasst @ Brien

et al. 2020. Zu cen vermuteten Funktionen gehort die Funktion dearRNAs Se kdnnten
wichtige Regulatoren der Autophagie sein, indem sie direkt an den intrazellularen Autophagie
Rezeptor Sequestosom 1 (p62) binden und somit die Oligomerisierung des Rereptalie
Autophagie hemmeliHoroset al. 2019 zusammengefasst i@ Brienet al. 2020). Eine weitere
vermutete Funktiorist die derEVassoziierten RNAsdieliber Tolllike-RezeptotSignalan die
Regulation desmmunsystems involviert sind (Driedonks Nolte-t' Hoen 2019). Zu den
unbekannten Funktionergehort die Funktion der mRNAsie uridinyliert vorliegen. €ist

vorstellbar, dass sie abgebaut und recycelt werdéB(ienet al. 2020).

3.7 Methoden zur Aufreinigung von EVs

EVs kénnen in verschiedenen Kénfliissigkeiten detektiert werden, darunter Blut (Blutserum

& Blutplasma), Urin, Speichel, Muttermilch, Fruchtwasser, Aszites, Liquor, Sperma uvm.
(Brennaret al. 2020, Konoshenket al. 2018). Die verschiedenen Ausgangsfliissigkeiten als auch
die sehr heteogene Beschaffenheit der Btbpopulationen, hinsichtlich Uberschneidungen in
GrolRe, Dichte und Markerproteinen, stellen eine grofRe Herausforderung im Isolationsprozess
dar Brennanet al. 2020, Konoshenkeet al. 2018 Mateescuet al. 2017). Neben den sabn
genannten Faktoren spielen auch Kontaminationen durch Lipoprotekfigh ( Density
Lipoprotein, Low Density Lipoprotein, Intermediate Density Lipoprotein, Very Low Density
Lipoprotein und Chylomikronen)und Viren eine erhebliche Rolle im Isolationsprozess
(Liangsupreeet al. 2021). Eine Standardisierung in der Aufreinigung von EVs muss angestrebt
werden, damit eine Vergleichbarkeit und zugleich eine robuste Reproduzierbarkeit der
gewonnen Daten mdoglich wir@Guerreiroet al. 2018, Konoshenkeet al. 2018. Die derzeit
gangigen Techniken zur Aufrgiang von EVs sind die differentielle Ultrazentrifugation (dUZz),
die GroRenausschlugshiomatographie (SEC), die (Ultridation (UF), die polymerbasierte
Préazipitation (P), die Immunprazipitation (IP), der Dagradient (DG) sowie die asymmetrische
FlussFeldflussfraktionierungAF4) KMateescuet al. 2017,Cocozzat al. 2020,Liangsupreet al.

2021).

Die differentielle Ultrazentrifugation (dUZ) ist eine der héufigsten verwendeten Methoden.
Nach einer Befrgung der ISEV benutzen 81% der Mitglieder Ultrazentrifugation zur
Aufreinigung von EV&érdineret al. 2016). EVs, die eine Dichte von 118319 g/ml aufweisen,

werden durch die dUZ von anderen Probenbestandteilen getrennt. Begonnen wird mit einer
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Zentifugation im niedrigen Bereich zur Sedimentation von Zellen, gefolgt von
Zentrifugationschritten zur Entfernung von Zelltrimmern, Aggregaten und apoptotischen
Korperchen €ngl apoptic bodies). Die im Uberstand verbliebenen EVs werden anschlieRend
durch Utrazentrifugation bei >100.000 x g sedimentiekofioshenkecet al. 2018). Protein
Kontamnationen werden zum Teil durcheBuspendieren des entstandenen Pellets und
anschliel3ender wiederholtdJltrazentrifugation entfernt. Bs wiederholte gntrifugieren fut
jedoch zu einer geringeren EMusbeute, da EVs verloren gehen oder beschadigt werden
(Brennanet al. 2020). Bei dieser Aufreinigungsmethode werden neben EVs auch Mikropartikel
unterschiedlicher GréBe und Zusammensetzung isoliert, darunter Viren, Lipomound

ProteinkomplexeGandhanet al. 2020).

Die GroRenausschlusthromatograhie (SEC) trennt Makromolekigaif der Grundlage ihrer
MolekdilgroRe und ihres hydrodynamischen Volumeaar(dhamet al. 2020, Liangsupreet al.
2021). Die chromatographiseh Trennung der Molekile geschieht anhand einer pordsen
stationdren Phase (z.B. Sephadex oder Sephamisejie Molekiile, geldst in einem geeigneten
Ldsungsmittel (mobile Phase), durchlaufen. Dadurch dass kleinere Molekiile haufiger in die
Poren der Gelmaix (stationdren Phase) eindringen, wahrend grél3ere Molekile in nur wenige
Poren eindringen, werden die Molekile entsprechemder GroRe geordnet und eluiert
(Liangsupreeet al. 202]). Die SEC ist eine einfache, robuste und skalierbare Methode zur
Aufreinigung von EVsGandhamet al. 2020. Das Vorhandensein von EVs nrehreren
Fraktionen flhrt jedoch zu einer Verdinnung derProben, die anschlieRendvieder
aufkonzentriert werden musserBtennanet al. 2020. Des Weiteren ist die Gisolierungvon
anderen fipoproteinen, die im selben GroRRenbereich wie EVs liegeoht vermeidbar

(Liangsupreet al. 2021)

Die Filtration bzw. Ultrafiltration berutdauf der Verwendung von Membranen mit bestimmten
Porendurchmessa bzw. Molekulargewichtsgrenzen zur Isolierungn Partikeln eines
bestimmten Grol3enbereichgSidhom et al. 2020. Bei der Ultrafiltrationwerden pordse
Membranen mit Molekulargewichtsgrenzen (MWCOs) von 3 bis 100 kDa verwendet, die
Auftrennung geschieht durch einen Zentrifugationsscl@terreiroet al. 2018 Konoshenket

al. 2018, Liangsupreeet al. 202]). Sie st eine schnelle EMohtionsmethode, hat jedoch den
Nachteil von Proteinverunreinigungen undE\Verlusten an der Membransowie
morphologischeriVerdnderungen der E\(kiangsupreeet al. 202). Bei der Verwendung vb
Mikrofiltern zur EMsolationwerden Filter mit absteigendem Rendurchmesser (0,8; 0,45; 0,22
und 0,1 pum) verwendetwodurch einerseits eindqiohe Reinheit erlangt wird, andererseits

jedoch die ENusbeute verringert wirdgkonoshenket al. 2018,Liangsupreet al. 202J).
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Abbildung 6. Darstellung der konventionellen Methoden zur Aufreinigung von extrazelluléren Vesikeln

Die polymerbasierte Prdzipitation (P) basiert auf der Ausfdllung von EVs durch Polyethylenglycol (PEG). Bei der
Gréflenausschluss-Chromatographie (SEC) werden Molekiile anhand einer stationdren Phase proportional ihrer GréfSe
nach aufgetrennt. Die differentielle Ultrazentrifugation (dUC) beruht auf der Trennung von Biomolekiilen durch
schrittweise Erhéhung der Beschleunigung. Beim Dichtegradienten werden EVs ihrer Dichte nach aufgetrennt. Die
Immunprézipitation (IP) beruht auf der Antikérperkopplung von exosomalen Oberfldchenproteinen an Kiigelchen
(engl. Beads) und anschlieffender Bindung der EVs an die Beads. Bei der asymetrischen Fluss-Feldflussfraktionierung
(AF4) erfolgt die Auftrennung anhand von gegenldufigen Strémungen, die die Partikel in der Mitte des Kanals
fokussieren. Anschliefend wird die entgegengesetzte Strémung entfernt und die Partikel werden durch eine
senkrechte Querstrémung ihrer Gréfse nach aufgetrennt (Veziroglu & Mias 2020). Bei der Ultrafiltration (UF) wird ein
Filter mit spezifischer Porengréf3e verwendet. Des Weiteren ist die Héhe der Spezifitdt/Quantitdt fiir die verschiedenen

Isolationsmethoden in einem schematischen Diagramm dargestellt (Cocozza et al. 2020, Abbildung modifiziert).

Viele der kommerziell erhdltlichen Kits zur Aufreinigung von EVs basieren auf der
polymerbasierten Prazipitation (P). Bei der polymerbasierten Fallung weRigymere
verwendet um die Ldslichkeit von EMBroteinensowie andererPartikelnzu verringern, durch
anschlieendeZentrifugation mit niedriger Geschwindigkeiterden die EVs, Proteine und
Partikel pelletiert. Generell fihrt die Methode zu einer hohen Ausbeute von EVs jedoch mit
minderwertiger Qualitat. Um dies zu vermeideist die Kombination der PHfasierten
Isolierung mit anderen Techniken mmpfehlen Brennanet al. 2020 Sidhomet al. 2020

Salmoncet al. 2021).

Die immunaffinitdsbasierte Prazipitation (IP) beruht auf der Isolierung spezifischer
Subpopulationen mitls ProteinProteininteraktion (Sidhom et al. 2020. Dabei werden

Antikdrper an eine stationare Phase (z.Beads) gekoppelt, die spezifisch gegen -EV
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Oberflachenproteine (z.B. CD9, CD63 und CD81) gerichtet Kontbghenkoet al. 2018
Gandhamet al. 2020). Ein Vorteil ist die hohe Spezifitit der Methode, jedoch kandwsh
unspezifische Bindhgen, kompetitive Hemmung undré{zreaktivitat der Antikoérper zu
Verunreinigungen komme(Gandhamet al. 2020. Des Weiteren kann diEreisetzungler EVs

vonder stationdren Phaseroblematisch seinGandhanet al. 2020).

Die Dichtegradientenzentrifugation kann dazu verwendet werden, diels@ation von
Proteinaggregaten, apoptotischen Kérperchen und anderen sigbdomalen Partikel zu
vermeiden.Sieist ein Verfalhen zur Trennung von Makromolekilen unterschiedlicher Dichten.
Fur die Herstellung des Dichtegradienten werden Losungen mit steigenden Konzentrationen aus
Saccharose odeodixand Ubereinander geschichtet. Durch anschlieRende Ultrazentrifugation
werden de auf den Gradienten geladenen Molekiile entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt, was
die Trennung der ERopulationen von kontaminierenden Proteinen ermoglicdalnoncet al.

2021, Konoshenket al. 2018). Da die Trennung anhand der Dichtecj@eht, werdemNicht-E\
Partikel mit  &ahnlicher Dichte mitisoliert (Brennan et al. 2020. Die
Dichtegradientenzentrifugation gilt jedoch derzeit als eine der besten Methoden zur Isolation

von EVgKonoshenket al. 2018.

Dieasymmetrisché-lussFeldflussfraktionierungF4)st eine neue, schonende, grolRenbasierte
Fraktionierungstechnik fur die Auftrennung von EVs, bei der keine stationdre Phase benétigt
wird (Gandhamet al. 2020, Liangsupreeet al. 202]). Das Funktionsprinzipasiert auf der
Fokussierung von Partikelturch zwei Strome die in entgegengesetzter Richtung, von der
Einlassund Auslass6ffnundgn den Kanal gepumpt werdeDiegréRenbasierte Fraktionierung
erfolgt durch eine senkrechte Querstromung zuparabolischen Strémungsprofil, das die EVs
auf Grundlage ihrer hydrodynamischen GroRe und Diffusionskoeffizienten an der
Akkumulationswand aufennt (Liangsupreeet al. 2021, Gandhamet al. 2020 Zhang & Lyden
2019.

AbschlieRend ist anzumerken, dass fur die Isolierung von EVs zahlredtihedish verwendet
werden kdnnen. lierbei ist jedoch wichtig, dass die Methode abhardgg Ausgangsmaterials

und des nachfolgenden Experiments sorgféltig ausgewahlt w(@dedineret al. 2016)

3.8 Methoden zur Charakterisierung von EVs
Es ist von groRBer Bedeutung die isoliertéiVs zu charakterisieren, da es wahrend des
Aufreinigungprozesses, aufgrund von Uberschneidungen in Dichte und GroRe, zu
Kontaminationendurch Lipoproteine kommen kannuéh kleine Zellbestandteile und andere
Mikropartikel kénnen zu Verunreinigungen fuhrg@andhamet al. 2020. Nelken der
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Abschéatzung der Reinhdiann auch durch die Detektion von Markerproteinen, in geringem
Ausmald, zwischen einzelnen Subpopulationen unterschieden werden (z.B. Exosomen,
Mikrovesikeh, apoptotische KdrperchenlCarninoet al. 2019. Dabei gelten Western Blot,
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und NanopafTikatkingAnalyse (NTA) als die

am haufigsten verwendeten MethoderGérdineret al. 2016, Roycet al. 2020). Dabei wird
Western Blot zur Detektion typischer HAarkerproteine und zelltypspezifischen Markern
verwendet. Die TEM wird zur Analyse der$&EMiktur, Integritit sowie Morphologie verwendet,
wahrend die NTA zur Quantifizierung und zur Bestimmung der Grol3enverteilung verwendet
wird (Hartjeset al. 2019. Des Witeren kann die Nan®urchflusszytometrie (NanoFCM) zur

GroRenbestimmung und Detektion von-ENrkerproteinen eingesetzt werden.

Der Western Blot ist eine Methode zum Nachweis von Proteinen und wird meist verwendet, um
das Vorhandensein von Egsoziierta Proteinen (z.BCD9, CD63, AliXxsg101) nacduweisen.
Gemall den MISEV20HRchtlinien sollten dabei mindestens ein mit der Plasmamembran
assoziiertes Transmembranprotein (z.B. CD9, CD63, CD81), ein ggtesolProtein (z.B.
TSG101, Alxsowie gegebeenfalls zelltypspezifische Marker detektiert werden. Des Weiteren
empfiehlt die ISEV die zusatzliche Quantifizierung gangiger Proteinkontaminationen, abhangig

vom Ausgangsmaterial, die haufig zusammen mit EVs isoliert werthényet al. 2018).

Die Nanopdikel-TrackingAnalyse kann zur Bestimmung der Konzentration sowie der
GroRenverteilung verwendet werden. Die Methode beruht auf der Laserlichtstreuung oder
emittierten Fluoreszenz sowie der Brolwohen Molekularbewegung von Partikel in einer
flissigen Sspension. Durch Detektion eines Mikroskops und der Aufzeichnung einer
Videokamera wird die Bewegung der einzelnen Partikel verfolgt, was die Berechnung des
theoretischen hydrodynamischen Durchmessers, durch Verwendung der $Holstein
Gleichung, erlaubfCarnincet al. 2019 Gandhanet al. 2020 Hartjeset al. 2019, Szatanelet al.

2017). Dabei kann jedoch nicht zwischen EVs und anderen Partikeln unterschieden werden
(Carninoet al. 2019.

Die Transmissionselektronenmikroskopie ist ein bildgebendes Merfzur Identifizierung von
Partikeln in einem GréZenbereich von 0,2 afnpum Mulisch & Welsch 201%5andhamet al.
2020. Beim TEM wird ande als bei der Lichtmikroskopén Bild durch Elektroneninterferenz
erzeugt, wobei ein Elektronenstrahl die Pbe mit einer Wellenlangelurchquert die drei
GrofRenordnungen kleiner ist als die des sichtbaren LiS#aténelet al. 2017). Die Messung
geschieht im Vakuum, damit keine Luftmolekile &lkektronen ablenken. ierbei werden
Beschleunigungsspannungen Hiologische Materialien zwischen 80 kV und 120 kV verwendet.

Damit die EMProben mikroskopiert werden kdnnen, missen sie auf ein auf Forfdule-
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beschichtetes TENErid gegeben fixiert und mit Reagenzien wie zBranylacetat angefarbt
werden (Gandhamet al. 2020, Jung & Mun 2018 Zur Sichtbarmachung von EVs wird eine
Negativkontrastierung, eines schweren Atoms wie Uran, welches Elektronen starker streut als
leichte Atome und somit den Kontrast erhoht, verwendet. Mit Hilfe der TEM kann die
Morphologie,Grof3e und der Phanotyp von EVs bestimmt werden sowie die Bestimmung der
Reinheit und die Differenzierung zu &hnlich grof3en NePartikeln erfolgen@arninoet al.

2019. Die Probenvorbereitung erschwert die Ubertragung der beobachteten Struktureneauf d
native Morphologie von EVs. Dennoch kénnen GrofRe und Morphologie von EVs, trotz dieser
Einschrankungen, erfolgreich zur Charakterisieruagp-¢hape Form) verwendet werden
(Hartjeset al. 2019. Zusatzlich kann eine Immungoldmarkierung verwendet werdem EV
Markerproteine auf EVs sichtbar zu mach8alnoncet al. 2021). Ekannneben der TEM auch

die KryeTransmissionselektronenmikroskopie oder die Rasterelektronenmikroskopie zur

bildlichen Darstellung von EVs verwendet werd&am@ & Mun 2018

Die Nano-Durchflusszytometrie ist in der Ladgeartikelmit einer Grofl3e > 40 nm zu detektieren
(Vogel et al. 2021). Die Technik basiertim Gegensatz zu der konventionellen
Durchflusszytometri@auf einemreduziertenProbenvolumen, welches in eine sich verjingend
Kapillare injiziert und hydrodynamisch durch einen niedrigen Druck mittels der so genannte
Mantelflissigkeit fokussienvird. AnschlieRendlurchlauftdie Probeeinen fokussierten Laser
(Arabet al. 2021, Zhuet al. 2014, NanoFCM 2021 Die nanoFCM kanrur Bestimmung der
GroBe oder zur Detektion vo@berflacheproteinen auf EVs verwendet werden, indem
entweder die Lichtstreuung (SSC) oder die Fluoreszenz der Probenpartikel gemess&iewird.
Proben kdnnen hierfir unter anderem mit fluoreszierenden Anfkein gegen
Oberflachenmarker wie z.B. die fiir EVs typischen Tetraspanine CD63, CD81 oder CD9 markiert
werden(Gandhamnet al. 2020).

Neben den oben beschriebenen Methoderu r  , , & u Raeaktdrisiecungeann‘aucihCdie
detaillierte Zusammensetzung der ransportierten Mogkile (Proteine, Lipide und
Nukleinsduren) zur Charakterisierung verwendet werderB. mittels RNASequenzierung,

Massenspektrometrie etf(Gandhanet al. 2020).

3.9 EVs in der therapeutischen Anwendung

Aufgrund ihrer Funktion in der Zeékllkommunikation bieten EVwielversprechende
Mdglichkeiten in  der medizinischen Anwendung. Die derzeitig diskutierten
Anwendungsbereiche sinde regenerative Medizinn derEVs gezielt eirggetzt werdenum

die Geweberegenerationuverbessern sowidie Immunantwortzu modellierendie Diagnostik,
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bei der EVs als Biomarker fungieren kénnen, um Krankheiten friihzeitig zu diagnostizieren; ihr
Einsatz alseuartiges Transportsystem von Medikamentesowie ihr Einsatzim Bereich der

Immunisierung gegewersdiedene Krankheiten.a. COVIEL9.

EVs bzw. Exosomen, gewonnen awssenchymale Stammzellen(engl. mesenchymal stem

cells; MSC) scheinen in der therapeutischen Anwendung einen ahnlich starken positiven Effekt
wie die klassische Behandlung mit MSC zu erzi@eepneret al. 2015. Es wird vermutet,
dass der positive Effekt der Stammzelltherapie nicht Gber die Einwanderung ltkar ifedas
Gewebe erfolgt, sondern auf parakrine Weise geschi@&tirder et al. 2015. Dies konnte
dadurch untermauert werden, dass auch M&ditionierte Medien einen positiven Effekt
vermitteln (onescuet al. 2012). Nach genaueren Analysen konnte diepositive Effekt kleinen
Vesikeln (EVs) mit einer Groé3e von 200 nm zgeschrieben werderLgiet al. 2010). MSCEVs
haben gegeniiber MSC einige VosgeiSie kdnnen sich nicht teilen, deshalb besteht kein
erhohtes Risiko einer unkontrollierten Zellteig. Aufgrund ihrer Grof3e von < 200 nm kdnnen
sie steril geftert werden, die Lagerung gegéber Zellen ist einfacher sowie die Etablierung
einer hochskalierten ERFroduktion konnte in Zukunft realisierbar werd@a(ier& Giebel015
Borgeret al. 2015). Der Einsatz von EVs in praklinischen Studien konnte zeigen, destegie
pro-regenerativen Effekt erzielen, in dem sie durch Modulation des Immunsystems bei
verschiedenen Krankheiten wirkerJnter anderem konnte gezeigt werden, dass eine
Behandlung mit MSCEVs nach einem Schlaganfall bei Nagetieren eine langfristige
Neuroprotektion bewirkt, sie forderten die Neuroregeneration und modulierten die periphere
Immunreaktion (Doeppneret al. 2015. In einer weiteren Studie wurden neun Tage alten
Mausen MSEENs verabreicht, diedurch Hypoxidschamie verursacht, eine neonatale
Enzephalopathie entwickelten. Es konnte gezeigt werden, dass die JMES€
entzindungshemmend wirkten, regenerative Reaktionen forderten und wichtige
Entwicklungsprozesse im verletzten natalen Gehirn verbessertgiKaminsket al. 2020). Des
Weiteren konnten signifikante Verbesserungen in feinmotorischen Furddibai Primaten mit
einer kortikalen Verletzung erzielt werden, wahrscheinlich durch Verringerung der Entziindung
und Foérderung dekortikalen PlastizitatNloore et al. 2019, Goet al. 2020). Eine Verringerung

der Neuroinflammation konnte auch bei Ratten gezeigt werden, die an einer Kontusions
Ruckenmarksverletzung litten, und zwar Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Wochen nach
Veréabreichung (Romanelliet al. 2019. In einer Studie vorMa et al. (2019 konnte die
Regeneration und die funktionelle Erholung von Nerven bei Ratten gezeigt werden, die mit EVs
aushumanen mesenchymale Stammzellen aus der Nabelschr{engl. human umbilical cord
mesenchymal stem cells; hUCMSC) nach einer Nervendurchtrennung behandelt wurden. Des

Weiteren konnte gezeigt werden, dass durch die Verabreichung von hUEM®Ei Mausen
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die Heilung von Rickenmarksverletzungen durch die Herunterregulierung von
EntZindungszytokinen vei TNFa, -Mb P6 uhdLIFNy b e g U n s tSurettal. 201Br d e (
Sogar der potentielle Einsatz von EVs aus MSC oder Thrombozyten zur Behandlung ven COVID
19 Patienten wird diskigrt und in einzelnen Studien getest@orgeret al. 2020 Lenget al.

2020, Karnet al. 2021).

Auch der Einsatz von EVs in der Diagnostik als potentielle Biomarker ist ein vielversprechender
Bereich, da die von EVs transportierten Proteine, Lipide und Nukleinsduren zum Teil den
physiologischen Zustand ihrer Ursprungszelle vagegeln, kdnnen sie dafir genutzt werden,
Krankheiten friihzeitig zu entdecken oder einen Krankheitsverlaufs zu bew&eaf& Ullah

2021, Panget al. 2020, Ciferret al. 2021).

EVs als Transpantstene fur Medikamente einzusetzen, hat besondere Vdetevie zum
BeispielSpezifitat, Sicherheit und StabilitdDes Weiteren konnen sie ihre Fracht Uber weite
Strecken transportiererRedrioliet al. 2021). Da EVs der korpereigenen Produktion entspringen,
fuhren sie zugeringen Immunreaktioren (Bunggulaweaet al. 2018 Pedrioliet al. 2021). Ein
weiterer Vorteil ist, dass sie die Bidirn-Schranke Uberwinden kénneRgfincRamoset al.

2017). Zurzeit verhindert @ BlutHirn-Schranke das Eindringea.100 % der grdmolekularen
Neurotherapeutika und mehr al88 % aller kleinmolekularen Arzneimitt@?ardridge 2012
Pardridge 2005Da viele neue Thepéeansatze auf der Galv®n Proteinen und Nukleinsduren
basieren, die nach Verabreichung in den Koérper jedoch sehr instabil sind, stellen EVs aufgrund
ihrer natidichen protektiven Eigenschaften ein potentielles Vehikel dar. Dennoch bleiben einige
Wissensliicken, die vorher geschlossen werden missen. Die genaue spezifische
Zusammensetzung von EVs muss geklart werden, das spezifische Beladen von den zu
transportiererden Molekilen muss verbessert werden und die genaue Funktion sowie ihr
Einfluss auf die Zielzellen muss abschlieRend geklart werden, bevor sie standardméaRig als
Transportsystem fur Medikamente genutzt werden konnidadt al. 2016 RufincRamoset al.

2017).

Es ist bekannt, dass EVs eine starke Immunreaktion auslésen kdnem) isie Antigene auf
ihrer Oberflache prasentieren. Dur&W\engineering kbnnen EVs so manipuliert werden, dass
sie virale Antigene prasentieren und so hohe, spezifische GD&@l} und BZellReaktionen
auslésen. Dabei kdnnen EVs durch iz8teategien modifiziert werderZzum einen kdnnen EVs
direkt nach der Isolierundurch Elektroporaon, Biokonjugation oder CligRhemie modifiziert
werden post-isolation engineering) zum andera durch die E\produzierende Zellep@rental
cell-based engineering) (Sabanoviet al. 2021, Jafariet al. 202Q. Da EVs, wie oben erwahnt,

eine hohe Biokompatibilitat aufweisen, stellen sie eine sichere, flexible und effiziente Strategie
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fur die Entwicklag eines virusfreien Impfstoffs dar. Fur potentielle Impfstoffe gegen GO¥ID
werden z.B. SARS0V2 SpikeProteine auf der EXDberflache exprimiert oder mRNAs, die virale
Proteine kodieren, in EVs eingebracBabanoviet al. 2021). Neben dem Einsatz fivirale
Infektionskrankheiten wird auch ihr Einsatz als Impfstoff in der Krebstherapie disk&izetios

et al. 2021).

Man kann davon ausgehen, dass EVs in Zukunft mehr und mehr in die Anwendung geraten, da
préklinische Studien, einige wenige an Menschgordelaset al. 2014, ein enormes

therapeutisches Potenzial erahnen las¢Baueret al. 2015).

3.10 Zielsetzung der Arbeit

In den letzten Jahrzehnten wurde eine Vielzahl synthetischer Arzneimittelabgabesysteme
entwickelt, insbesondere Lipidanopartikel rickten durch die mRNAnpfstoffentwicklung

stark in den Fokus. Da die Anwendungen solcher synthetischer Systeme aufgrund von
Ineffizienz, Zytotoxizitat oder Immunogenitat begrenzt sjHduet al. 2021), hat das Interesse

an EVs als naturliche Wirkstofftgigysteme stark zugenommen. Aufgrund ihrer Funktion in der
Interzellularen Kommunikation und ihrer endogenen Herkunft besitzen EVs eine Reihe von
Eigenschaften, die sie als vielversprechende Transportsysteme flr die Verabreichung von

Medikamenten qualifiaren kénnten.

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zum Verstandnis Gber das Beladen von RNA in EVs zu
leisten sowie Charakteristika von{RNA zu identifizieren, um dem Ziel, EVs als Transportvehikel

fir RNAbasierte Arzneimittel und deren gezieltenrdbreichung, naher zu kommen.

Das primare Anfangsziel dieser Arbeit ist die Etablierung eines Isolationsprotokolls fur EVs aus
Zellkulturiberstand, welches EVs in ausreichender Menge und Qualitat hervorbringt, um genug
RNA im Anschluss aufreinigen zu kénn Deshalb werden zu Anfang verschiedene
Isolationsmethoden, unter anderem Ultrazentrifugation, PB@zipitation sowie
GroRenausschlusShromatographie getestet. Des Weiteren steht die Optimierung der

Zellkulturbedingungen fir die Isolation von EVs auséinen Krebszelllinien im Vordergrund.

AnschlieRend folgt die Etablierung von Charakterisierungsmethgeemi3The first Minimal
Information for Studies of Extracellular Vesicles (MISEV,) der Internationalen Gesellschaft fir
extrazellulare Vesike(ISEV),mittels Western Blots, Transmissionselektronenmikroskopie,

Nano-Durchflusszytometrie (NanoFCM) uNdnopartikelTrackingAnalyse (NTA).
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Des Weiteren sollen ERNAs hinsichtlich spezifischer Eigenschaften, wie Sequenzmotiven,
Gr 06 B e-Modifikationen und Blyadenylierungstatus charakterisiert werdenDa
Untersuchungen vorvorargegangenen Studien ProteRINAInteraktionen zeigten, die das
spezifische Beladen von (mi)RNAs in EVs begunstigiéarroyaBeltri et al. 2013,Santangelo

et al. 2016,Mukherjeeet al. 2016, Shurtlefét al. 2017) soll einin vivo SELEXur Identifizierung

von RNAMotiven mit anschlielender bioinformatischer Auswertung durchgefiihrt werden.

Um die in EVs enthaltenen RNAs néher zu charakterisie@ignsReporterkonstrukte
entworfen werden, die zum einen RNAs mit verschiedenen Langen exprimieren und zum
anderen RNAs mit verschiedenen &Gtpukturen sowie mit/ohne Poly(Achwanz. Diese
Reporterkonstrukte sollen in Zellen transfiziert und anschlieBend die exprimierten RNAs in den
isolierten EVs detektiert und quantifiziert werden, um eine Préaferenz hinsichtlich der Grol3e, der
5 -Madifikation und des$olyadenylierungstatus zu identifizierddes Weiteren sollen die in EVs

vorhandenen RNMengen absolut quantifiziert werden.
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4 MATERIAL & METHODEN

4.1 Materialien
4.1.1 Chemikalien

Substanz Hersteller
Agarose Carl Roth
Ammoniumgersulfat(APS) BioRad
BlockingReagent Roche
Borsaure Carl Roth
Bromphenolblau Merck
CDPStar @emilumineszen&ubstrat SigmaAldrich
Desoxynukleosidtriphosatt Peglab
DFHBI 1T SigmaAldrich
Dimethylpyrocarbona{DMPC) SigmaAldrich
Ethanol Carl Roth
Ethidiumbromid Carl Roth
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Carl Roth
Glucosamin SigmaAldrich
Glucose Roche
Glycerol Carl Roth
Glycin Carl Roth
Hefeextrakt Carl Roth
Isopropanol Carl Roth
L-GLutamin SigmaAldrich
L-Glutaminsaure SigmaAldrich
L-Prolin SigmaAldrich
L-Threonin SigmaAldrich
Magnesiumchlorid Merck
Maleinsaure Carl Roth
Milchpulver Carl Roth
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth
Natriumacetat anhydriert Roche
Natriumchlorid Carl Roth
Natriumdodecylsulfa{SDS) Carl Roth
Natriumhydroxid Carl Roth

22



Material & Methoden

Substanz Hersteller
Natriumpyruvat SigmaAldrich
Phenol/Chloroform/$oamylalkohol (25:42:1) Carl Roth
Phenylmé¢hylsulfonylfluorid(PMSF) Carl Roth

Phosphatgepufferte Kochsalzlosuagx (PBS)
Polyethylenglycl 6000(PEG)
Rotiphores@®Gel 30 (37,5:1)

SO@Medium
Tetramethylethyendiamin(TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton %100

TRIzol Reagent

Trypton

Tweer®20

B-Mercaptoethanol

4.1.2 Kommerzielle Kits

Produktname

Gibco,Thermo Fisher Scientific
Merck

Carl Roth

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Biorad

Carl Roth

Carl Roth

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

SigmaAldrich

SigmaAldrich

Hersteller

AMPure XP fur die P@Rifreinigung
Bioanalyzer DNA High Sensitivity Kit
Bioanalyzer Nano RNA Chip Kit
Bioanalyzer Pico RNA Chip Kit

DIG RNA labeling Mix

HiSribe T7 High Yield RNA Synth&sis
Luna® UniversgP CRViastermix
Monarch DNA clean up Kit

Monarch RNA clean up K80 pg und 500 pg)
Norgen total RNA purification Kit
Plasmid Plus Maxitk

gEVoriginal / 7dim SEC Columns
QIAquick Gel Extraction Kit

QIAprep Spin MiniprepiK

gScript cDNA Synthesig K
gScriptFlex cDNA Synthesis Kit

Beckmann Coulter
Agilent

Agilent

Agilent

Roche

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
Norgen BiotelCorp.
Qiagen

Izon Science

Qiagen

Qiagen

Quantabio

Quantabio
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Produktname

Hersteller

TurboFect™ Transfecti

4.1.3 Enzyme und Puffer

Produktname

ThermoFisherScientific

Hersteller

Apal

CutSmart® Buffer

Nor t h e rGlyampl@'LoadyDye
HindlIll-HF

Miul

RNase A

RNaseOUT

T4 DNA Ligase

T4 DNALigase 10x Reaction Buffer
T7 RNAPolymerase (20 U/uL)

T7 RNA Polymerase Buffer
TagPolymerase

T UR BDON#se

T U R B@N#se 10x Reaction Buffer
Xbal-HF

4.1.4 Plasmide

New England Biolabs
New England Biolabs

Invitrogen Thermo Fisher Scientific

New England Biolabs

New England Biolabs

Qiagen

ThermoFisherScientific

New England Biolabs

New England Biolabs
ThermoFisherScientific
ThermoFisherScientific
Laboreigene Herstellung
Invitrogen Thermo Fisher Scientific
Invitrogen, Thermo Fisher i8atific

New England Biolabs

Produktname Hersteller

pcDNA3 Vektor ThermoFisherScientific
4.1.5 GroBenmarker

Produktname Hersteller

GeneRuler DNA Ladder Mix ThermoFisherScientific
PeqGOLD Proteidarker 1V Peglab
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4.1.6 Antikorper

Protein Hersteller

Alix, EPR15314 Abcam

Calnexin, (AF18) Santa Cruz Biotechnology

CDB3, (TS63) Invitrogen, Thermo Fisher Scientific
FITGkonjugierter antiHuman CD81L(TAPAL) Biolegend

FITGkonjugierter antiHuman CD9(HI9a) Biolegend

FITCkonjugierter Mausl g G IMOCR21) ( Biolegend

Flotillin-1 (Flot1), (W16108A) Biolegend
PEkonjugierteranti-HumanCD63 (H5C6) Biolegend

PEkonjugierterMausl g G2 a, -3)( MOI Biolegend

4.1.7 Zelllinien

Bezeichnung Hersteller

A549Zellen Zur Verfugung geské von Prof Dr. Hittelmaiel
(Martin-LutherUniversitat HalleVittenberg)
ES2-Zellen Zur Verfugung gestellt von Prof Dr. Huttelma
(Martin-LutherUniversitat HallVittenberg)
HEK29Zellen Zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. Weber
(JustusLiebigUniversitat Giel3en)
HeLaZellen LeibnizInstitut DSMZ, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
HepG2Zellen LeibnizInstitut DSMZ, Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
U373Zellen LeibnizInstitut DSMZ, DeutsehSammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Trypanosoma brucei Zur Verfigung gestelltvon Prof. Dr. Goringer

(Technische Universitat Darmstadt)
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4.1.8 Zellkulturmedien

Bezeichnung Hersteller Konzentration
CD 293 Medium Gibco, Thermo Fisher Scidéic
DMEM Gibco,Thermo Fisher Scientific

Fetal Bovine Seruifi-BS)
Gl ut a KX ™

Gibco,Thermo Fisher Scientific

Gibco, Thermo Fisher Scientific

TrypsinEDTA (0,0%0) Gibco,Thermo Fisher Scientific

SDM79CGGGPPTA Powder HyClone, Cytiva

Hamin SigmaAldrich

SDM79Medium (pH 7,3) SDM79 Pulver 1 Box/5l

Sterilfiltration (0,22 pm) Natriumhydrogencarbonat 10 g/5I
Glucose 9,3 g/5l
L-Glutamin 2,6 g/5l
L-Prolin 3,1 g/5l
Natriumpyruvat 0,5 g/5l
L-Threonin 2,0 g/5l
Natriumacetat anhydriert 52,5 mg/5l
L-Glutaminsaure 112,1 mg/5l
Glucosamin 0,25 mg/5l
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4.1.9 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller; Produktbezeichnung

Detektionsfilm
Filterpapier
Kompetente Zedn
Laborhandschuhe
PCRStreifen und-Deckel
Pipettenspitzen

gPCR Abdeckfolie
gPCR Platten
Reaktionsgefal}
Spritzenfilter

Sterile Pipetten
TransfektionsReaktionsgefal
Ultrafiltrationsfilter

Ultra-Zentrifugationsréhrchen

Zellkulturflasche
Zellkulturschalen

Zentrifugenréhrchen

4.1.10 Puffer, Gele und Losungen

GE Healthcarédmersham HyperfiimTM ECL

SigmaAldrich; Whatman® filter paper

Thermo Fisher Scientific; Onk 8 t

Sarstedt
Sarstedt

T GRolil 0 ™

Sarstedt Pipettenspitzen 10, 20, 200, 1250 ul

VWR; Seal Optical Cleadns
VWR; 96Nell, SemiSkirtes Rates

Eppendorf; Safe Lock Tubes 1,5 ml, 2 mi
ROTILABO® CMkerile Spitzenfilter 0,22 und 0,45 pm
Greiner BieOne; Pipetten 5, 10, 25, 50 ml

Greiner B-One Rohrchen, PP, 14 ml, 18 x 95 mm
Amicon; Ultral5, PLGC Ultrac®lL Membran, 10 kDa

Beckmann Coulter; Polycarbonate Thick Wall

(13 x 56 mm; 3,2 ml)

Greiner BieOne; CELLST&R 8kulturflasche T175
Sarstedt; (100 x 20 mm/ 145 x 20 mm)
Sarstedf Falcon Tubes 15 ml, 50 ml

Puffer, Gele, Lésungen Komponenten Konzentration
Agarosegel Agarose 2% (W/v)
TBE 0,5x /IMOPK 200 ml
Ethidiumbromid 1:20.000
Annealing-Puffer 2x Tris (pH 7,5) 20 mM
NaCl 100 mM
EDTA 2 mM
DIGBIlocklésung Blocking Reagent (Roche) 10g
MaleinsaurePuffer 100 ml
DIGDetektionspuffer (pH 9,5) Tris/HCI 100 mM
NacCl 100 mM
DIGWashpuffer Tweer® 20 0,3% (v/v)

MaleinsaurePuffer (pH 7,5)

siehe unten

27



Material & Methoden

Puffer, Gele, Lésungen Komponenten Konzentration
DMPCGH;O Dimethylpyrocarbona(DMPC) 1%
(2x autoklavieren)
DNALadepuffer 6x TBE 6X
Glycerol 30% (v/v)
Bromphenolblau 0,25% (vv)
LBMedium Hefeextrakt 5g/
NaCl 10 g/l
Trypton 10 g/l
MaleinsaurePuffer (pH 7,5) Maleinsdure 100 mM
NaCl 150 mM
Milch-Blocklésung (Western Blot) PBST (1x PBS mit 1% Twe20) 1X
Milchpulver 5% (W/v)
MOPSPuffer 10x MOPS 200 mM
EDTA (pH 8) 10 mM
Natriumacetat 50 mM
PCRPuffer 104pH 8,3) Tris/HCI(pH 9,0) 100 mM
NaCl 500 mM
MgCh 15 mM
Triton X100 1%(v/v)
SDS8 adepuffer2x Tris/HCIpH 6,9 100 mM
SDS 4% (w/v)
Bromphenolblau 0,2 mg/ml
Glycerin 20% (v/v)
2-Mercaptoethanol 5%(v/v)
SDS aufpuffer 10x Glycin 192 mM
Tris 25 mM
SDS 0,1% (W/V)
SDSsammelgelpuffer 4x Tris/HCI (pH 6,8) 05M
SDS 0,4% (Wiv)
SDSTrenngelpuffer 4x TrigHCI (pH 8,8) 15M
SDS 0,4% (w/v)
SS&Naschpuffer 20x (pH 7,0) NacCl 3M
Natriumcitrat 300 mM
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Puffer, Gele, Lésungen Komponenten Konzentration

TBEPuffer 1x Tris 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA (pH 8,0) 2mM

Tabelle 1. Pipettierschema fiir SDS-PAGE

Trenngel 10%

Sammelgel 6%

Acrylamid Rotiphores@®Gel 30)

Trenngelpuffer
Sammelgelpuffer
H.O

APS

TEMED

Gesamtvolumen

2,6 ml
2ml

/
3,4ml
1%
0,1%

8 ml

0,6 ml
/

1ml
2,4 ml
1%
0,1%
4 mi
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4.1.11 Laborgerate

Bezeichnung Hersteller; Produktbezeichnung
Autoklav Syste¢c DB23 Autoclave

Bioanalyzer Agilent Bioanalyzer 2100
Blotting-System BioRad TransBlot Turbo TransfenyStem

CQ-Inkubator
Entwicklermaschine
Fluorometer

Fraktionierer
Geldokumentationssystem
Gellammer

Heizblock

Inkubator

Mikroskop

NanoFCM

NanoSight

pH-Meter

Pipetten

Pipetten

Pipettierhilfe
Spektralphotometer
Sterilbank

Thermocycler
Thermocyclereal-time PCR
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge mit Kiihlung
Ultrazentrifuge
Ultrazentrifugenrotor
Vortex

Zellzahler

New Brunswick @entific; Excella Eeb70 CO2ricubator
Agfa; Agfa Curix 60 Processingdiiine

Invitrogen Qubit 2.0 kilorometer

Izon SciencegEV Automatic Fraction Collector (AFC)
SyngeneG:Box gel documentation

BioRad; Subcell GT Agarose (stesn
LiebischBlockthermostat Liebisch 209

Binder GmbH; E. Classic Line

Nikon; TMS Invertedias Contrast Ntroscope
NanoFCM Co., Ltd; NanoAnalyzer

Malvern Instruments; NanoSight NS300

Mettler Toledq InLab Expert PHSEM pH meter
Eppendorf; Research Plus 10 pl

Gilson;Pipetman L P20L , P200L , P1000L
HirschmannPipetus Pipetiker

Thermo Fisher Scientific; NanoDrop 1000 spectrophotome’

Thermo Fisher Scientifi§terilbank Safe 2020

Applied Biosystems; Vig Thermal @cler

Eppendorf Realplex Mastercyclerti&mocycler)
EppendorfCentrifuge 5424

Thermo Fisher Saitific; Heraeus Multifuge X1Re@trifuge
Beckmam
Beckmann Coulter; TLA 100.4
Scientific IndustriesyortexGenie2

ORFLO Technologies; Moxi Z Mini Automated @eih@r
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4.1.12 DNA -Oligonukleotide
Tabelle 2. gPCR-Primer

Gen Sequenz (5°->3°)

ACTB fwd. CTGGAACGGTGAAGGTGACA
ACTB rev. AAGGGACTTCCTGTAACAACGCA
GAPDH fwd. TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDH rev. GGCATGGACTGTGGTCATGAG
SNRNA U1 rev. GCAGTCCCCCACTACCACAA
SNRNA U1 fwd. GCGAGGCTTATCCATTGCAC
SnRNA U6 fwd. CTCGCTTCGGCAGCACATA

SnRNA U6 rev.
Y1 RNA rev.
Y1 RNA fwd.

GCTTCACGAATTTGCGTGTCA
GCAGTAGTGAGAAGGGGGGA
GGCTGGTCCGAAGGTAGTGA

Tabelle 3. Primer zur Herstellung der Northern Blot-Sonden

Gen Sequenz (5->3°)

GAPDH (1) fwd. ACAGTCAGCCGCATCTTCTT

GAPDH (1) rev. TAATACGACTCACTATAGGGTGTGGTCATGAGTCCT
GAPDH (2) fwd. ACCCAGAAGACTGTGGATGG

GAPDH (2) rev. TAATACGACTCACTATAGGGAGGGGTCTACATGGC.
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Tabelle 4. DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung der SELEX-Konstrukte

Name

Sequenz (5->3)

U6-Promoter fwd. (Mlul/Apal)

ACGCGEBAGGGCCTATTTCCCATGATTCCTTCATATTTG

ATACGATACAAGGCTGTTAGAGAGATAATTAGAATTAA
ACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAATACGTGACG
AAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTA
TTTAAAATGGAGATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGT
TTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACG!
GCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGC
TGCTGGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCH
AGCATGCATCTAGAGGGCCTTTTIAGGCCC

U6-Promoter rev. (Mlul/Apal)

GGGCCRAAAAAAAGGCCCTCTAGATGCATGCTCGBGC

GCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCCAGCACACT(
CCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTTT(
TTTCCACAAGATATATAAAGCCAAGAAATCGAAATACT
AGTTACGGTAAGCATATGATAGTCCATTTTAAAACATA/
TAAAACTGCAAACTACCCAAGAAATTATTACTTTCTACC
CGTATTTTGTACTAATATCTTTGTGTTTACAGTCAAATT,
TCTAATTATCTCTCTAACAGCCTTGTATCGTATATGCAA
TGAAGGAATCATGGGAAATAGGCBCBCGT

SELEX Insert
Pol Ill/U6-term & Pol Il/poly(A)
(Hindlll/Xbal)

CAAGCTGCGTCTCGAGCGTAGTTANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGTCGGCATCTT(
CTAGAG

Doppelstrang-Synthese fwd.

Doppelstrang-Synthese rev.

CCAAGCTTGCGTCTCGAGCGTAG

CCTCTAGAGTACCAAGATGCCGAC

SELEX Insert
Pol 1l/U1-3'box

(Hindlll/Apal)

CAAAGCTGCGTCTCGAGCGTAGTTANNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGNSGGCATCRCTTTC
TGGAGTTTCAAAAGTAGAGGCCIOATT

Doppelstrang-Synthese fwd.

Doppelstrang-Synthese rev.

CAAAGCTTGGTCTCGAGCCGTAG

AATAGGGCCCGTBCTTTTGA
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Tabelle 5. PCR-Primer zur Detektion der SELEX-Konstrukte

Name Sequenz (5°->3’)

SELEX-Pol Il/U1-3'box fwd. TGCGTCTCGAGCGTAGTTA
SELEX-Pol 1l/U1-3'box rev. AGAAAGTAAGATGCCGACT
SELEX-Pol Ill/U6-term & Pol Il/poly(A) fwd. TGCGTCTCGAGCGTAGTT
SELEX-Pol Ill/U6-term & Pol Il/poly(A) rev. AGTACCAAGATGCCGACT

Tabelle 6. Barcodes und Primer fiir die Herstellung der RNA-Seq-Library

Name

Sequenz (5°->3’)

Barcode #1

Barcode #2

Barcode #3

Barcode #4

Barcode #5

Barcode #9

Barcode #17
Barcode #18
Barcode #19
Barcode #33

CGGTCTCGGCATTCCTGNNGGCANNNAGGCCCTCTAGAGT;
ATG
CGGTCTCGGCATTCCTGNNGCGTNNNAGGCCCTCTAGAGT!
ATG
CGGTCTCGGCATTCCTGNNCGACNNNAGGCCCTCTAGAGT!
ATG
CGGTCTCGGCATTCCTGNNATMWNGGCCCTCTAGAGTACCA
ATG
CGGTCTCGGCATTCCTGNNATATNNNAGGCCCTCTAGAGTA
ATG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCTC
GNNNGCGTCTCGAGCGTAGTTA
CGGTCTCGGCATTCCTGNNAGGGNNNAAAGTAAGATGCCG,
CGGTCTCGGCATTCONMBGCCGNNNAAAGTAAGATGCCGACT
CGGTCTCGGCATTCCTGNNTCGCNNNAAAGTAAGATGCCGY
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTAXII(
TNNNGCGTCTCGAGCGTAGTTA

SLX Sol. fwd.

SLX Sol. rev.

AATGATACGGCGACGTCCGAGATCTACACTCTTTCCCTACA(
CTCTTCCGATCTNNNNNGCTTGCCTBBUGTAG
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGTCTCGGCATTCCTC
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Tabelle 7. DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung der Quantifizierungs-Konstrukte

Name

Sequenz (5->3°)

Insert Pol Ill/U6-term fwd.
(Hindlll /Xbal)

Insert Pol Ill/U6-term rev.
(Xbal/Hindlll)

AAGCTTGCAATGGATCGCACTTTTCTCTCTAATGAC(
TTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGCACCGCAGAGA
CCTTTCTAGA
TCTAGAAGGGACAATCTCTGCGGTGCTACCGAATCC
GAGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGAAAAGTGCGAT
TGCAAGCTT

Insert Pol ll/poly(A) fwd.
(Hindlll/Xbal)

Insert Pol Il/poly(A) rev.
(Xbal/Hindlll)

AAGCTCGGCTTCAGTTACTTCGCTTCTCTCTAATGAC
TTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGGCTTGTTACAAT
CGGACTAGA
TCTAGACCGCCCAATTGTAACAAGCCTACCGAATCG,
GAGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGAAGCGAAGTAA
GCCBAGCTT

Insert Pol 1l/U1-3'box fwd.
(Hindlll/Xbal)

Insert Pol 1l/U1-3'box rev.
(Xbal/Hindlll)

AAGCTGTAGGAGGATAGCGGTCGACCTCTCTAATGA
TTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGTAAAGCCTCGC/
CGACTTTCTGGAGTTTCAAAAGTAGEATAGA
TCTAGATCTACTTTTGAAACTCCAGAAAGTTCGGAAC
GAGGCTTTACTACCGAATCGAGCTGAGEARMRACGTC/
TTAGAGAGGTCGACCGCTATCCTCEASCTT

Tabelle 8. qPCR-Primer zur Detektion der Quantifizierungs-Konstrukte

Name Sequenz (5°->3’)

Quant-Pol Ill/U6-term fwd. TGCAATCGGATCGCACTTTT
Quant-Pol I1l/U6-term rev. AAGGGACAATCTGCGGTG
Quant-Pol li/poly(A) fwd. CGGCTTCAGTTACTTCGCTT
Quant-Pol II/poly(A) rev. TCCGCCCAATTGTAACAAGC
Quant-Pol 11/U1-3’box fwd. GTAGGAGGATAGCGGTCGAC
Quant-Pol 1l/U1-3’box rev. TCGGAACTGCGAGGCTTTA
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Tabelle 9. DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung der Léngen-Konstrukte (LC)

Name Sequenz (5°->3°)

Insert LCso fwd. AAGCTTGCAATCGGATCGCACTTTTCTCTCTAATGACGTGT1
(Hindlll/Xbal) GCCTCAGCTCGATTCGGTAGCACCGCAGAGATTGTCTAGA
Insert LCso rev. TCTAGAAGGGACAATCTCTGCE&ETACCGAATCGAGCTGAG
(Xbal/Hindlll) AAGAACACGTCATTAGAGAGAAAAGTGCGATCCCANETIA

T

Insert LCi20 fwd.

AAGCTCGGCTTCAGTTACTTCGCTTCTCTCTAATGACGTGT1

(Hindlll/Xbal) GCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGC
ATTCCCTACTCTGAGCTTGTTACAATTGGGUGIHGA

Insert LCi2 rev. TCTAGACCGCCCAATTGTAACAAGCTCAGAGTAGGGAATTG

(Xbal/Hindill) CGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGC,
ACGTCATTAGAGAGAAGCGAAGTAACTGARBGTGET

Insert LCao fwd. AAGCTGTAGGAGGATAGCGGTCGACCTCTCTAATGACGTGT

(Hindlll/Xbal) GCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCESBTAGCCACCGCTTCC
ATTCCCTACTCTGACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGC
TTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCT)
GATAAAGCCTCGCAGTTCTGRAGA

Insert LCaoo rev. TCTAGACGGAACTGCGAGGCTTTATCAGAGTAGGGAATTGC

(Xbal/Hindill) GGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAGKIVGYGAACA
CGTCATTAGAGAGTCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGGC
TGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCATT
GGTCGACCGCTATCCTCCAAGCTT

Insert LCagofwd. AAGCTGGATTAATGTCAGGCTCCGGCTCTCTAATGACGTGT

(Hindlll/Xbal) GCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGC
ATTCCCTACTCTGACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGC
TTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCT!
GACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAC
CCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCTACTCTGACTCTC]
ACGTGTTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCAC
ACCGCTTCCAATTCCCTACTCTGAUTGGGTAGGGTAACTTA
TAGA

Insert LCssorev. TCTAGAAAGTTACCCTACCGCGCAGTCAGAGTAGGGAATTC

(Xbal/Hindlll) CGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGC.

ACGTCATTAGAGAGTCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGG(
ATGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCA1T
AGTCAGAGTAGBSTTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGT(
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CGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGTCAG/
GAATTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCC
AGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGCCGGAGCCTGACARRA
GCTT

Insert LCgso fwd.
(Hindlll/Xbal)

Insert LCegorev.

(Xbal/Hindlll)

AAGCTTAGCCCTGGACACCTGATTACTCTCTAATGACGTGT
GCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGC
ATTCCCTACTCTGACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGC
TTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCT,
GACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAC
CCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCTACTCTGACTCTCT
ACGTGTTCTTGCCTCAGCTCGAGBTAGACTGCCATCACTAG!
ACCGCTTCCAATTCCCTACTCTGACTCTCTAATGACGTGTTC
CTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGCTT
TCCCTACTCTGACTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGCTC
CGGTAGACTGCCATCACTAGCCACCGCTTCCAATTCCCTAC
CTCTCTAATGACGTGTTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGAC
ATCATAGCCACCGCTTCCAATTCCCTACTCTGACTCTCTAA
GTGTTCTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGACTGCCATCACTA
CGCTTCCAATTCCCTACTCTGAACTGGCCAGAGTCTTIRAGT
GA

TCTAGBACTCAAGACTCTGGCCAGTTCAGAGTAGGGAATTC
CGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAGCABBSET
ACGTCATTAGAGAGTCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGG(
ATGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCAT
AGTCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCA!
CGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGTCAGH
GAATTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCC
AGGCAAGAACACGTCATAEBGTCAGAGTAGGGAATTGGAA(
GTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGCAA(
GTCATTAGAGAGTCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGGCT/
GGCAGTCTACCGAATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCATTA
TCAGAGTAGGGAATTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGT!
AATCGAGCTGAGGCAAGAACACGTCATTAGAGAGTCAGAGT
ATTGGAAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGTCTACCGAATCGAC
GCAAGAACACGTCATTAGAGAGTAATCAGGTGTCCABBGCT
TT
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Tabelle 10. gPCR-Primer zur Detektion der Ldngen-Konstrukte (LC)

Name Sequenz (5°->3°)

LCso fwd. TGCAATCGGATCGCACTTTT
LCso rev. AAGGACAATCTCTGCGGTG
LCi20 fwd. CGGCTTCAGTTACTTCGCTT
LCiz0 rev. TCCGCCCAATTGTAACAAGC
LCs00 fwd. GTAGGAGGATAGCGGTCGAC
LCopo rev. TCGGAACTGCGAGGCTTTA
LCse0 fwd. GGATTAATGTCAGGCTCCGG
LCseo rev. TAAGTTACCCTACCGCGCAG
LCss0 fwd. CAGCCCTGGACACCTGATTA
LCss0 rev. GACTCAAGACTCTGGCCAGT

Tabelle 11. DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung des Broccoli- und Spinach2-Konstrukts

Name

Sequenz (5°->3°)

Insert Broccoli fwd.

AAGCTTGCAATCGGATCGCACTTTTGAGACGGTCGG

(Hindlll/Xbal) AGATATTCGTATESTCGAGTAGAGTGTGGGCTCCACC
GAGATTGTCCCTCTAGA

Insert Broccoli rev. TCTAGAAGGGACAATCTCTGCGGTGGAGCCCACACT

(Xbal/Hindlll) TCGACAGATACGAATATCTGGACCCGACCGTCTCAA/
CGATCCGATTGBAGCTT

Insert Spinach2 fwd. AAGCTGATGTAACTGAATGAAATGGTGBACGGGTCC

(Hindlll/Xbal) GTAGGCTGCTTCGGCAGCCTACTTGTTGAGTAGAGT(

Insert Spinach2 rev.

(Xbal/Hindlll)

CTCCGTAACTAGTTACATCTAGA
TCTAGAATGTAACTAGTTACGGAGCTCACACTCTACT
CAAGTAGGCTGCCGAAGCAGCCTACTGGACCCGTCC
CATTTCATTCAGTTACARAGCTT

Tabelle 12. PCR-Primer zur Detektion des Broccoli- und Spinach2-Konstrukts

Name Sequenz (5°->3’)

Broccoli fwd. TGCAATCGGATCGCACTTTT
Broccoli rev. AAGGGACAATCTCTGCGGTG
Spinach2 fwd. TGAAATGGTGAAGGACGGGT
Spinach2 rev. ACTAGTTACGGAGCTCACACT
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Tabelle 13. DNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung der Expressionskonstrukte 1 - 4

Name

Sequenz (5->3°)

1. Insert fwd. (Hindlll/Xbal)

AAGCTTGCAATCGGATCGCACTTTTCTCTCTAATGACGT

1. Insert rev. (Hindlll/Xbal)

CTTGCCTCAGCTCGATTCGGTAGCACCGCAGAGATTGT
TCTAGA
TCTAGAAGGGACAATCTCTGCGGTGCTACCGAATCGAC

2. Insert fwd. (Hindlll/Xbal)

GGCAAGAACACGTCATTAGAGAGAAAAGTGCGATCCGA
AAGCTT
AAGCTTCGGCTTCAGTTACTTCGCTTCTCCCATTCAGTTC

2. Insert rev. (Hindlll/Xbal)

GAGCGAAAAGTTCAACCAGTTCCGCTTGTTACAATTGGC
TCTAGA
TCTAGACCGCCCAATTGTAACAAGCGGAACTGGTTGAA

3. Insert fwd. (Hindlll/Xbal)

TCGCTCGGTCAACTGAATGGGAGAAGCGAAGTAACTGA
AAGCTT
AAGCTGTAGGAGGATAGCGGTCGACACCACATTATTCC

3. Insert rev. (Hindlll/Xbal)

TTGTTAACAGGTGTGAAGCACTTTAAAGCCTCGCAGTITC
CTAGA
TCTAGA CGGAACTGCGAGGCTTTAAAGTGCTTCACACC

4. Insert fwd. (Hindlll/Xbal)

AACAATAGGCGAATAATGTGGTGTCGACCGCTATCCPRC(
AGCTT
AAGCTGGATTAATGTCAGGCTCCGGACTGCCATCACTA

4. Insert rev. (Hindlll/Xbal)

CCGCTTCCAATTCCCTACTCTGACTGCGCGGTAGGGTA
TCTAGA
TCTAGAAAGTTACCCTACCGCGCAGTCAGAGTAGGGAA

AAGCGGTGGCTAGTGATGGCAGTCCGGAGCCTGACAT
AAGCTT
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Tabelle 14. gPCR-Primer zur Detektion der Expressionskonstrukte 1 - 4

Name Sequenz (5°->3°)
Expressionskonstrukt 1 fwd. TGCAATCGGATCGCACTTTT
Expressionskonstrukt 1 rev. AAGGGACAATCTCTGCGGTG
Expressionskonstrukt 2 fwd. CGGCTTCAGTTACTTCGCTT
Expressionskonstrukt 2 rev. TCCGCCCAATTGTAACAAGC
Expressionskonstrukt 3 fwd. GTAGGAGGATAGCGGTCGAC
Expressionskonstrukt 3 rev. TCGGAACTGCGAGGCTTTA
Expressionskonstrukt 4 fwd. GGATTAATGTCAGGCTCCGG
Expressionskonstrukt 4 rev. TAAGTTACCCTACCGCGCAG
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4.2 Biochemische Methoden

4.2.1 SDS-Polyacrylamid -Gelelektrophorese (SDS -PAGE) und Western Blot

Zum Nachweis von EMarkerproteinen wurdenl x 10° EVs oder 1 x 2@ellen mit 1x SDS
Probenpuffer (siehe Abschnitt 4.1.10) lysiet, fur 10 Minuten aufgekocht (fur CD&3oben
wurden nicht reduzierende Bedingqugen verwendet) und auf einem %igen SDBroteingel
aufgetrennt Die Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran{&id) Gbertragen und die
Membran in MilchBlocklosung (siehe 4.1.1@)r 1 Stunde geblockt. AnschlieRend wurdee
Membran mit den Antkorpern: Mausanti-Human CD63 (1:500, Invitrogeihermo Fischer
Scientific), Kanincheanti-Human Alix (1:1.000, Alam) uwd Ratteanti-Human Flotillinl
(1:1.00Q Biolegend) tiber Nacht bei 4°C in MiBlocklosung (sieh&bschnitt 4.1.10) inkubiert
Der Blot wurde dreimal mit PBS gewaschen und anschlieRend mit H®Rjugierten Anti
Maus, Anti-Kaninchen und AntiRatte-Sekundarantikérpern (SigmaAldrich) fur jeweils 1
Stundebei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreifachewiaschemmit PBST wurde der Bloftr

1 Minute bei Raumtemperatur mit ECL Western Blottiigbstrat (Roche) inkubiert. Die
Membran wurde in verschiedenen Zintervallen auf Amer sham Hyperfil m™
Healthcare)Filmen exponiert. Die Filme wurden auf eirfgfa Curix 60 Processing Machine
(Agfa)entwickelt.

4.2.2 RNA-Isolierung und cDNA - Synthese

Fur die Isolierung von GesaiRNA und EXRNA wurdd RIzol (Thermasher Scientific) oder das

Total RNA Purification K{Norgen Biotek Corp., nach Herstellerangaben) verwendet. Um
verbliebene DNA zu el iminieren wurden die Pro
DNase (Thermo Fischer Scientific, nach Hersteltgen) behandelt. i RNAKonzentration

und -Integritat wurde mit dem 2100 Bioanalyzer Instrument (Agilent) mittBisanalyzer Pico

RNA Chip Kibder dem BioanalyzeNano RNA Chip KifAgilent) analysiert Fur die cDNA

Synthese wurden zwischen 50Q000ng fur GesamRNA und 0,550ng fur EVRNA eingesetzt.

Unter Verwendung deg S ¢ r aDNA S¥hthesis Kits oder dp$ ¢ r Hep dDNA Synthesis Kits

(Quantabio, nach Herstellerangaben) wurde die RNA in cDNA umgeschrieben.

4.2.3 PCRund Agarose -Gelektrophorese

Fur den Nachweis der verschiedenen Repodastrukte wurden Primer mittels des Primer 3
Programms(http://www.bioinfo.ut.ee/primer3/) entworfen. Oligonukleotide mit einer Lange
vonbis zu 120 bp wurden b&igmaAldrich Chemie Gmbbkestellt, gréRere Fragente wurden

bei Thermo Fisher Scientific geordert. Alle Oligonukleotide/Primer sind in den ergénzenden
Tabellen 214 zu finden. Di® CRReaktionen wurden ausschliel3lioshchdem Reaktionsschema

in Tabelle 15 angesetzElr die PCIReaktion wurde eine Ta@plymerase aus laboreigener

Herstellung verwendet. Die anschlieRende Auftrennung der-PGBukte erfolgte mittels
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AgaroseGelelektrophorese. Hierfir wurdégarose (Carl Roth)in 0,5x TB®uffer (siehe
Abschnitt 4.1.10) gel6st, mitEthidiumbromid (1:20.000)versetzt und in eine Gelkammer
gegossenjn der das Gel fir 10 Minuten bei Raumtemperatuauspolymerisierte Die PCR
Produkte wurden miDNALadepuffer(sieheAbschnitt4.1.10)vermischt und aufgetragerZur
GrolRenabschatzung der PERodukte wurderzusérlich4 pl desGeneRuler DNA Ladder Mix
(Thermo ScientificgeladenEs wurde ein&pannug von 120V fur 30- 60 Minuten angelegt
wodurch die DNA, aufgrund ihrer negativen Ladung, zur positiv geladenen Anode waBderte
Dokumentationerfolgte durch die G:Box gel documentatiofSyngeng unter Verwendung der

GeneTools Software (Syngene)

Tabelle 15. PCR-Reaktionschema

Komponenten Volumen
PCRPuffer (10x) 2,5ul
MgC}h (25 mM) 1ul
dNTPs (10 mM) 1l
Primermix (10 puM) 1l
TemplateDNA variabel
DMPCGHO variabel

TagPolymerase (2000 U/ml) 1l

Gesamtvolumen 25pl

Zyklus Temperatur Zeit

1 95°C 2 Minuten
95°C 15 Sekunden

25-30 58°C 20 Sekunden
72°C 30 Sekunden

1 72°C 7 Minuten

Hold 4°C 00

4.2.4 Quantitati ve real-time PCR (qPCR)

Fur den Nachweis und die Quantifizierung von Nukleinsduren (DNA und RNA) wurgB@he

auf demrealplex2 ThermocyclefEppendorf)unter Verwendung desuna® Universal qPCR
Master Mix (New England Biolabs, nach Herstellerangatmkmchgefuhrt. Die relative
Expressiorder Transkriptem Zel | en und EYV s-Methade Bezechnei 2ur der

Berechnung der Standardabweichung wurden drei Replikate verwerkdet.die absolute
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Quantifizierungder endogenen RNAsowie der durch Reporterkonstrukte exprimierten RNAs
wurden DNAOIligonukleotid entworfen, die eine TPromotorsequenz und die jeweilige
Sequenzer zu quantifizierenden Geranthielt. Doppelstrangige DN®Iligonukleotide wurden

als Templates fur dién vitro Transkription mittelsHi S c r7i Hige Y¥&ld RNA Synthesis Kit
(New EnglandBiolabs, nach Herstellerangaben) verwendéin jedem Standard wurden 50 ng
mittels gScript cDNAy&thesis KifQuantabio, nach Herstellerangabem)cDNA umgeschrieben
und sechmal 10-fach verdiinnt (50 ng auf 5 fgparaus wurde eine Standardkurve mitedr
Replikaten firdie Standardabweichungen berechnet. Die absoluten Konzentrationen der

Proben wurden mitolgenderGleichung bestimmt:

oYU 5T &
Y BEi G OQOoloCHX pHCIEBICEP T

W0 € ala T

4.2.5 North ern Blot

Zum Nachweis von GAPDH mRNA mittels Northern Blots wurden 300 ng é$Anaind 300
ng EVRNA mitNo r t h e rGlyNsampl®'Loading DgEhermo Fisher Scientifiwersett und
fir 30 Minuten bei 50C inkubiertFir de Auftrennungder RNAwvurde eine 1,2%ige Agarose
Gelelektrophorese in 1IMOPSPuffer (sieheAbschnitt4.1.10) durchgefiihrtDer RNATransfer
auf eine Nylonmembran (Hybord+, Amersham) erfolgte durch SeBy-Blotting, woraufhin
eine Fixierungctoss-linking) bei 254 nm fir 120 J/chfolgte. Zur Detektion der GAPDH mRNA
wurde ein Mix aus zwei Northern Bi@ondenmit einer Gesamtkonzentration von 50 pg/ml
verwendet. Die  Vorhybridisierung und die anschlieBende -WIBmarkierte
Sondenhybridisierung erfolgten bei 64°C Mo r t h e r n MariliZdtior?Hylaritlization
Buffer (Thermo Fisher ScientificNach dem Waschen der Membran mit 0,2x/2x SSC
Waschpuffer (sieh@bschnitt4.1.10)wurde die Membran miDIGBIlocklésung (sieh&bschnitt
4.1.10 geblockt, gefolgt von weiteren Waschschritten miend DIGWaschpuffer (siehe
Abschnitt4.1.10) Alkalische Phosphatagenjugierte AntiDIGFabFragmente (Roche) wurden
in der DIGBIlocklésung (siehébschnitt4.1.1Q geldést und fir 1 Stunde auf die Membran
gegebenAnschlielend wurde die Membran n@DPStar Chemilumineszenz Substrat (Roghe)
verdinnt in DIGDetektionspuffer (siehe Abschnitt 4.1.10), betraufelt und fir 5 Minuten
inkubiert. Die Membranvurde in verschiedenen ZeitintervallaufAmer sham Hyper fi |l r
(GE Healthcardjilmen exponiert. Die lrie wurden auf eineAgfa Curix 60 Processingthine
(AGFAENtwickelt.
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4.2.5.1 Herstellung DIG -markierter RNA -Sonden
Die Herstellung der RN®onden fur den Northern Blot erfolgte durch PCR (siehe Tabelle 15).

Die verwendeten Primer kdnnen Tabelle 3 entnommerrdea, wobei derreverse Primer
zusatzlich eine FPromotorsequenz (siehe Tabelle 3) fur die ansBeliwle T7Transkription
enthielt. As Template diente GesaARNA aus E&Zellen die zuvor in cDNA umgeschrieben
und anschlieBend in einer P®&Raktion verielfaltigt wurde. Ausgehend von dem
doppelstrangigen DNAemplate erfolgte, mittelDIG RNA labeling Mix (Rochejpe RNA
Markierung mit Digoxigen®dTP durchin vitro Transkription mitder T7-RNAPolymerase
(Thermo Fisher Scientific, nach Herstellerargggb Die anschliel3ende Aufreinigung der RNA
Sonde erfolgte durch Quick Spin RNA Columns (Roche).

4.3 Molekularbiologische  Methoden

4.3.1 Restriktionsverdau und Ligation von DNA - Fragmenten

Fur den Restriktionsverdau von DIRfagmenten (Inserts) und Plasmidearden ausschlielich
Restriktionsenzyme von New England Biolakswendet (siehe Abschnitt 4.1.3) Fur den
Redgriktionsverdau wurde 1 Unit/1 ug DNA fir eine Stunde verdautNach dem
Restriktionsverdau folgte eine Aufreinigung der geschnittenen -Bidgmente niidem DNA

clean up Kit (Monarch, nach Herstellerangaben) bzw. fur linearisierte Plasmide durch das
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, nach Herstellerangaben). Die aufgereinigten Inserts und
Plasmide wurden durch Ligatioonter Verwendung der FTBNALigase und dazugehdrigem
Puffer (New England Biolabs, nach Herstellerangaben) in einem molaren Verhéltnis von 1:3
zusammengefihrt. Das Gesamtvolumen betrug 20 pl, die Inkubation erfiotgte Nacht bei

16°C

4.3.2 Transformation in Bakterien

Fur die Transformation wden 50 pl chemisch kompetentér coli (Thermo Fisher Scientijic

mit 5 pl DNALigationsansattsieheAbschnitt4.3.1)fur 30 Minuten auf Eis inkubiert, danach
folgte ein Hitzeschodbei 42°C fiir 30 Sekundeie Zellen wurden anschlieRend 200 pISOE
Medium (Thermo Fischer Scientifigkrsetzt undfir 1 Stunde bei 37°C auf eine8chiittler
inkubiert. Die Transformationsafize wurden auf vorgewarmten HHatten, versetzt mit

Ampicillin(100 pg/ml), auplattiert und tiber Nacht bei 3T inkubiert.

4.3.3 Isoli erung von Plasmid -DNA

Zur Gewinnung von kleinen Mengen (bi sDNAO pg)

wurde das QIAprepSpin Miniprep K oder das Plasmid Plus Maxi itk (Qiagen, nach

Herstellerangaben) verwendet FiUr die Praparation der PlasriNA aus einer
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Bakterienlolonie, die den gewiinschte rekombinanten Vektor trug, wurde eine
Ubernachtkultur(50 - 100 ml) in LBVledium (sieheAbschnitt4.1.10),versetzt mitAmpicillin
(100 pg/ml),angesetztDielsolierung der PlasmiDNA erfolgte nach 102 Stunden.

4.3.4 DNA -Sequenzie rung

Die Sequenzierungon Plasmiden und DNFragmentenwurde vonMicrosynth Seglalmittels
SangetSquenzierung durchgefihrtFir die anschlieRende Analyse wurde die SnhapGene

Viewer 5.07 Software verwendet.

4.3.5 Annealing von DNA -Oligonukleotiden
Fur dasAnnealing von DNAQOligonukleotiden wurden jeweils 5 pug der DRAgonukleotide

(forward und reverse) zusammen mit 2hnnealing-Puffer (siehéAbschnitt4.1.10) in einer 50 pl

Reaktion angesetzt und mit nachfolgendem HE&gramm annealt.

Tabelle 16. PCR-Programm fiir das Annealing von Oligonukleotiden

Zyklus Temperatur Zeit

1 95°C 3 Minuten

70 95-25°C 39 Sekunden
Hold 4°C 00

4.3.6 Klonierung von RNA - Expressionskonstrukten

Die fur die Klonierung bendtigten DMRigonukleotide wurden synthetisch hergestellt.
Oligonukleotidamit einer Lange bis zu 120 bp wurden BaimaAldrich Chemie Gmbbkstellt,
groRRere Fragmente wurden b&hermo Fisher Scientific geordert. Alle Oligonukleotide sind

den erganzenden Tabellen-24 zu finden.

4.3.6.1 SELEX-Konstrukte

Fur dieSELEKonstrukte Pol II/poly(A), Pol II/tBbox wurde ein pPNA3Vektor verwendet.
Die Inserts wurden als Genestrings (&&rt, Thermo Fisher Scientific) entworfen und enthielten
jeweilseine N4@Sequenz (40 bp) und flankierende konstante Regid@6rbp). Das Insert fiir
Pol 1I/U%3'box enhielt zusatzlichdas Ul-Transkriptionsstoppsignam 3-Ende. Beide Inserts
wurden vonden Restriktionsstellen flHindlll am 5-Ende undXbal oder Apal am 3-Ende
flankiert. Fir @s Pol Ill/lUgerm-Konstrukt wurde der CM¥romotor des pcDNA3Vektors
deletiert und durch ein synthetisches Insert (GeneArt, Thermo Fisher SciebeBtghendaus
dem UG6Promotor, einer multiplenKlonierungsstelle (MCS) und dem-U&minationsgnal
ersetzt (p)cDNA3_UWektor). Danach wurdelasinsert, bestehend aus ein&40-Sequenzaind

flankierenden konstanten R@onen sowieRestriktionsstellen fuHind/ll am 5-Ende undXbal
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am 3-Endeeingefligt (siehe Tabelle 4). Alle oben genannten Inserts wurden als einzelstrangige
Oligonukleotide bestellt und mittels P@aktion zu einem doppelstrangigen Oligonukleotid
aufgeflllt. AnschlieBend wurde der gesanitigiationsasatz transformiert, es erfolgte keine

Selektion von Einzelklonen.

4.3.6.2 Quantifizierungs - Konstrukte

Fur die Quantifizierungkonstrukte Pol Il/poly), Pol 1I/U13'box wurde ein pPNA3Vektor
verwendet. Die Inserts wurden als Genestrings (GeneArt, Thermo Mshatific) entworfen
und enthielten jeweils die gleicheufallsgenerierteSequenz (40 bp) ungweils einzigartige
flankierende konstante Regionen (20 bp). Das Insert fur Pol-8htix enthielt zusatzlich die
Sequenz des Ul-Transkriptionsstoppsignal am 3-Ende. Beide Inserts wurden von
Restriktionsstellen flHindill am 5-Ende undbal am 3-Ende flankier{siehe Tabelle 7}-lr das
Pol 1lI/U6term-Konstrukt wurde depcDNA3_U#&/ektor (vgl. Abschnitt4.3.6.1)und ein Insert,
bestehend ausderselben ztallsgenerierten Sequenz (siehe oben) und individuellen
flankierencen konstanten Regionen verwendétir alle Inserts wurden zwei komplementéare
EinzelstrangdNAOIligonukleotide forward und reverse) bestellt, die in einer Annealing-

Reaktion zu einem Dopptang zusammengefuhrt wurden (sieAeschnitt4.3.5).

4.3.6.3 Ldngen - Konstrukte

Der neu generierte pcDNA3_W&ktor (siehe Abschnitd.3.6.1)wurde fir die Klonierung der
verschiedenen Langeonstrukte verwendet. & synthetisierten Inserts (GendA Thermo
Ficher Scientifif; bestehend aus zwei Sequenzdl bp, die jeweils dupliziert wurden (k&
LG2o, LGoo, LGso Und LGeo), wurden mitden RestriktionsschnittstelleAind/ll am 5*Ende und
Xbal am 3-Ende (siehe Tabelle 9) in den Vektor eingefufiir ale Inserts wurden zwei
komplementéare EinzelstraAQNAOIligonukleotide forward und reverse) bestellt, die in einer

Annealing-Reaktion zu einem Doppelstrang zusammengefuhrt wurden (gisehnitt4.3.5).

4.3.6.4 Aptamer -Konstrukte Broccoli und Spinach2

Der neu gengerte pcDNA3_U#&/ektor (siehe Abschnitt4.3.6.1)wurde fir die Klonierung der
zwei AptamesKonstrukte verwendet. Dé synthetisierten Inserts (GeneArt, Thermo Fisher
Scientifig, bestehend augler Sequenz fir Spinach2 oder der Sequenz fir Broccoli plus
flankierenden konstanten Regionen (jeweils 20,bp)rden mitHindill am 5'Ende undkbal am
3'-Endeeingeflgt(siehe Tabelle 11Fur alle Inserts wurden zwei komplementéare Einzelstrang
DNAOIligonukleotide forward und reverse) bestellt, die in einerAnnealing-Reaktion zu einem

Doppelstrang zusammengefihrt wurden (sigklgschnitt4.3.5).
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4.3.6.5 Expressionskonstrukte 1 - 4

Der generierte pcDNA3_Wéektor (siehe Abschnitt 4.3.6.1) wurde fir die Klonierung der
Expressionskonstrukte 14 verwendet. D& synthetisiertenlinserts (GeneArt, Thermo Fisher
Scientifig bestehend aug9 bzw. 80 bp langen unterschiedlichen Sequenaeren mitHindlll
am 5 Ende undxbal am 3Endeeingeflgt (siehe Tabelle 13yur alle Inserts wurden zwei
komplementare EinzelstraAHQNAOIligonukéotide forward und reverse) bestellt, die in einer

Annealing-Reaktion zu einem Doppelstrang zusammengefuhrt wurden (Fdsehnitt4.3.5).

4.4 Arbeiten mit Zelllinien

4.4.1 Kultivierung von  Trypanosoma brucei

Die Arbeitermit T. brucei (PCF) wurdennter sterien Bedingungen ider Sterilbank Safe 2020
(Thermo Fischer Scientifidurchgefiihrt. Die Kultivierung der llan erfolgte in eineninkubator
(Binder GmbHbei einer Temperatur voi28°C.Als Nahrmediuntdiente SDM79Medium (siehe
Abschnitt 4.1.8 welches rit 10%(v/v) hitzeinaktivierem FBS(Thermo Fisher Scientific) und
Hamin (5 mg/l) versetzt wurde Die Zellen wurden bis zu einer Dichte vox 10 Zellen/ml

kultiviert. Zur Erhaltung wurden die Zellen 1:10 verdinnt.

4.4.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

DieArbeiten an eukaryotischen Zellen wurden unter sterilen Bedingungeerigterilbank Safe
2020(Thermo Fischer Scientifidurchgefiihrt. Die Kultivierung der llen erfolgte in einenCQ-
Inkubator (New Brunswick Scientifibei 5% C@ einer Luftfeuchtifgeit von 95% und einer
Temperatur von 37°@ls Nahrmediundiente DMEM welches mitl0%(v/v) hitzeinaktiviertem

FBSThermo Fisher Scientifiegrsetzt wurde

4.4.3 Subkultivierung eukaryotischer Zellen

Die Subkultivierunger Zellen erfolgtén 10 cm Zellkulttschalen (Sarstedbei einer Konfluenz

von 80- 100%. Hierfiir wurde das vorhandene Zellmedium abgesaugt uratiié@renten Zellen

mit 10 ml 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurde 1 ml TRERBIRAGibco,Thermo Fisher

Scientifig hinzugeben, vorsichtig gelswenkt unddie Zellkulturschaléiir 1-5 Minuten bei 37°C

inkubiert. Danach wurdedie abgeldsten Zellein Medium aufgenommen, resuspendiert und

aufneue Zellkulturschalen verteilt.

4.4.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

Fur die Transfektion wurden 510 x 10° Zellen (abhéngig von der Zelllinie) pro 15 cm
Zellkulturschal¢Sarsted} einen Tag vor TransfektiomDMEM, versetzt mit 10% FBSsgesat.
Die Transfektion wurde mit TurboFe€tansfection Reagern(Thermo Fisher Scientifi nach

Herstellerangabenjurchgefuhrt. Es wurden pro 15 cm Zellkulturschale 20 pg PlaBiAl und
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40 pl TurbofectTransfection Reagergowie 500 yl OptMEM™ (serumr eduzi ert e
Gibco, Thermo Fisher Scientific) verwendddch 4 Stunden wurde das Medium gewechselt und

die Zdlen fur 2448 Stunden kultiviert.

4.5 Arbeiten mit extrazellularen Vesikeln

4.5.1 EV-Isolierung aus eukaryotischen Zellen

Fur die EXProduktion wurden je nach Zelllinisnd Experimenzwischen & 10°- 2 x 107 Zellen
pro T175 Zellkultdlasche Greiner Bio-One) ausgeséat. Nach 2&tundenwurden die Zellen
ausgiebig mit filtriertem (0,22 um) 1x PBS gewaschendasdMediumgewechselt. @@ Zellen
wurden fur 48 Stundern CD293 Medium Gibcq Thermo Fisher Scientific), erganzt mit 1%
PenicillinStreptomycin und G| u t a MAKGMhegrmo FisheScientifi¢ kultiviert. Die
Isolation der EVs erfolgte durch eine Kombination von verschiedenen Aufreinigungsmethoden.
Der zuvor gesammelte Zellkulturiiberstand wurde dutdferentielle Zentrifugation bei 2.000

x g fur 10 Mhuten und 5.000 x ir 5 Minuten bei 4°C von Zelltrimmern und Zellen befreit
AnschlieRend wurden grof3ere Partikel/Vesikel durch Filtration mit ei6@g® um Porenfilter
(ROTILABO® CMitfernt. Um das Gesamtvolumen auf 500 zu verkleinernwurde eine
Ultrafiltration mittels Zentrifugalfiltes (Amicon Ultral5, 10 k@, nach Herstellerangaben)
durchgeflhrt. AnschlieBend wurden die konzentrierten -Bxbben einer GroRenausschluss
Chromatographie mit gEVoriginal 70 nm S&ulen (IZON Scierazdh Herstellenagaber)
unterzogen. Die EWaltigen Fraktionen (¥ 10) wurden gepoolt unéh einem abschlieZenden
Ultrazentrifugationsschritt bei 110.000 x gib4°C fur 2 Stunden pelletiefBeckman Coulter
MAXXP ZentrifugeTLA100.4 Rotor). Das ERellet wurde in geltertem (0,22 um)1x PBSn
100-500 plresuspendiert.

4.5.2 EV-lIsolierung aus Trypanosoma bruceri

Fur die EWProduktion wurdenl x 10° Zellen pro T175 Zellkultilasche Greiner Bio-One)
verwendet Die Zelen wurden in SDM7Medium (siehe Abschnitt 4.1).8erginzt mit 186 EV
depletiertem FBSkultiviert. Um vorhandene EVs aus dem FBS zu entfernerdendas FBS
unter sterilen Bedigungen fur 18 Stunden bei 120.060g zentrifugiert, anschlie3end wurde
der Uberstand entnommen und dem SDMVdium hinzugefugt. Ridie Isolierung von EVs
wurden die Zellen bei 1.000 x g fur 20 Minuten zentrifugiert, anschlieBend wurde der Uberstand
ein weiteres Mal bei 2.500 x g fur 10 Minuten zentrifugiert, gefolgt von einer Filtration mit einem
0,22 um Porenfilter (ROTILABO® CME} gefilterten Uberstande wurden einer REG
Prazipitation (vgl. Ludwigt al. 2018) unterzogen. Das entstandene IR wurde in 500 pl
filtriertem (0,22 pum) 1x PBS resuspendiémschlie3end wurden die konzentrierten-Bxoben
einer GroRenausschlugshranatographie mit gEVoriginal 70 nm Saulen (IZON Sciarazzh

Herstellerangaben unterzogen. Die ENaltigen Fraktionen (7 10) wurden gepoolt undn
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einem abschlieRenden Ultrazentrifugationsschritt bei 110.000ed ¢ fur 2 Stunden pelletiert
(BeckmanCoulter MAXXP Zentrifuge TLAL100.4 Rotor). Das ERellet wurde in gefiltertem
(0,22 um)1x PB$ 100- 500 plresuspendiert.

4.5.3 Nanopartikel -Tracking -Analyse (NTA)

Zur Bestimmung der GroRenverteilung und der Konzentration von EVs wurde das Nanosight
NS3D@-Gerat (Malvern Instruments) verwendet. Mittels der aktuellen Nanosight Software 3.2
wurden folgende Parametefiir die Dosierungspumpeingestellt: Repeatstart, Syringeload
(100), Delay (10), Syringestop, Delay (10), Capture (30), Delay (1), Repeat (4). Die Messung
erfolgte konstant bei 25°CDes Weiteren wurde folgende Einstellungen vorgenommen
KamerasteuerungStandard, Kameraleve(12 - 14), Threshold (8) und Minimum Expected
Particle Size (Auto). Es wurderfunf Videoanit einer Lange voB0 SekunderaufgenommenMit

Hil fe der Br own*‘ s ¢ h e&onnte Miiel Kokzentradian bsewiee diau n g
durchschnittliche Grol3der einzelnen Partikel berechnet werden. Die Proben wurden vor der
Messung in gefiltertem (0,22 um) 1x PBS 1:50 oder 1:100 verdinnt.

4.5.4 Nano -Durchflusszytometrie (NanoFCM)

Fur die NaneDurchflusszytometrie von EVs wurde ddancAnalyzer (ldnoFCM Co., Ltd),
ausgestattet mit einem 488m-Laser und drei Enzephoton-AvalanchePhotodioden,
verwendet. Fir die Kalibrierurvgurden 206nm-PolystyrotBeals (NanoFCM Co., Ltd) mit einer
definierten Konzentration von 2,081 Partikeln/mlgenutzt,welcheauch als Referenz fir die
Partikelkonzentrationdienten Zusatiich wurden monodisperse Sili&eads (NanoFCM Co.,
Ltd) mit vier verschiedenen GroRerf68 nm, 91 nm, 113 nm, 155 nmals
GroRenreferenzstandard verwendet, unedsro3e der EVs zu bestimmédade Messungurde
fir 1 Minute bei einem Probendruck von 0,4 kBarchgefiihrt Die EMProben wuden mit
gefiltertem (0,1 um) 1®BS verdinnuym einePartkelanzahl im optimalen Bereich von 2.500
12.000 EreignisseffEvents) zu erreichen Die Partikelkonzentration und GréRenverteilung

wurden mit der NanoFCMoftware (NF ProfessionIM08) berechnet.

Fur die Immunfluoreszenzfarbungn EVsvurden die Antikdper FIT&onjugierter Mausanti-
Human-CD9Antikorper (Klon HI&), FIT&onjugierter Mausanti-HumanCD81Antikdrper (Klon

TAPAL) und PEkonjugierter Mausanti-HumanCDG63Antikorper (Klon H5C6Bjon Biolegend

verwendet Als IsotygKontrollen wurden FIT-&onjugiertes Maud g G1 , K {£2K,lumdn MOCP
PEkonjugiertes Maud g G2 a, -XK/3)\oMBdRegendrerwendet Von jedem Antikdrper

wurden 2ng/ul in 100 pl 1¥BS verwendeDie Antikdrpemurden bei 12.000 gfur 10 Minuten

zentrifugiert, um Atikorper-Aggregate zu entfernen. @ Uberstand wurde zu ca. 2 10°

gereinigten EVs gegebeund tUber Nacht bei 4°C unter konstantem Schitteln inkubiert
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AnschlieRend wurdenit 1 ml X PBS durch Ultrazentrifugation bei 110.00§ fir 1 Stundebei

4°C gewaschen (Beokn Coulter MAXKP Zentrifuge, TE200.4 Rota). Das Pellet wurde in
50 p | PBresuspendierdlle Messungen wurden in Kooperation mit der EV Core Facility,
Zentrum fur Tumor und Immunbiologie PhilippsUniversitat Marburg, von Dr. Christian

Preuf3er durchgefinhrt.

4.5.5 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Charakterisiemg der EMMorphologie der isolierten EVs wurden TEMfnahmen
angefertigt. Das Protokoll fur die Praparatiovon EVsfir die Transelektronenikroskopie
wurde vonTheryet al. (2006) groRtenteil§bernommenVonisoliertenEVH1 x 16%ml) wurden

5 ul1:2mit 4% Fomaldehyd verdinnt bzw. fixiert, anschlieRend wurdepl der fixierten EVs

auf ein Formvar/Kohlebeschichtetes TEMEid gegeben und fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubierDanaclfolgte dreimaliges Waschemit filtriertem (0,22um) 1x PBS
Hierzu wurden 3 einzelne Tropf¢h00 pl)1x PBS auf ein Studkarafilm getropft und das Grid
wurde mit Hilfe einer Pinzettén die Tropfen gehalten, zwischen jedem Tropfen wurde die
Flussigkeit mittels seitlichefiuflegens des Grids auf ein Winen®filter paper (Sigmaldrich)
entfernt. Die Kontrastierungerfolgte mittels einer Uranylacetatlésung(pH 7,0 fur 5 Minuten

bei RaumtemperaturAnschlieend folgte, wie oben beschrieben, dreimaliges Waschen mit
destilliertem Wasser. Die Einbettung der Proberfolgte in 2%igem Methylcellulose
Uranylacetat. Hierfur wurde ein Tropfen (100 ul) auf ein Stiick Parafilm getropft und das Grid
mit Hilfe einer Pinzette in den Tropfen gehalten, woraufhin eine Inkubation fir 10 Minuten auf
Eis folgte Die (berschussige Fé$igkeit wurde mit Hilfe eines Loops entfernt. Fir 10 Minuten
erfolgte eine finale Trocknung des Grids bei RaumtemperanschlieRend wurden die Proben
mikroskopiert Fur die Aufnahmen iAbbildungen9A/B wurde aufdie Fixierung der EVs mit 4%
Formaldehyd und die Einbettung in Methylcellulodé¢ranylacetat verzichtet. Die EVs (5 pl)
wurden direkt auf ein FormvaKohle-beschichtetes TENBid gegebeninkubert, gewaschen

mit UranylacetatLdsung kontrastiert, gewaschen, anschlieRend getrocknet und mikrizskop
Die Messungen wurden entweder in Kooperation mit d&ore Facility fur Mikroskopie &
Imaging, JustukiebigUniversitat, von Anna Mobus und Prof Dr. Martin Hanatter
Verwendung eineseM912 AB Transmissionselektronenmikroskdi@eiss) bei 120 kV
ausgestattet miteiner 2kx 2k SlowScarCCBKamera (TRSTAR Gmbraufgenommen oder
von der Core Facility Mauspathologie und Elektronenmikroskopie, Philippersitat Marburg,
vonProf. Dr. Axel Pagenstecher und Dr. Frederik Helmprobst unter VerwepthasyZeiss EMs

900 (Zeiss) bei 80 kV, ausgestattet mit einer 2k HomrCCBKamera (TRSTAR GmbH).
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4.5.6 RNase A -, Proteinase K - und Triton X -100-Behandlung von EVs

Um RNAKontaminationen durch fretirkulierende RNAs oder durch RRFoteinkomplexe in

den EVProben ausschlieen zu kdonnen, wurden die Proben RiNaseA und Proteinase K
behandelt. Um abschlieBend zu zeigen, dass die verbligbBiNgs durch die Assoziation mit

den EVs geschutzt wem, wurde ein Teil der EFroben vor der Behandlung mit Proteinase

und RNase A mit% Triton XLOObehandelt und fir 15 Minuten auf Eis inkubieBurch Triton
X100 wurden die EVs zerstort und die sich vorher innerhalb befindlichen RNAs fur den Abbau
durch die RNase-Behandlung zuganglickim Proteinkontaminationen zantfernen wurden

die in PBS gel6stdeVs (+ Triton X100) mit 50ng/ul Proteinase K (Thermo Fischer Scientific)
behandelt und fiir 40 Minuten bei 37°C inkubiert. Fir die Inaktivierung der Proteinase K wurden
5 mM PMSF hinzugefiigt und die Proben fir 1&W&n inkubiert. AnschlieRend wurden, um
freizirkulierende RNAs abzubauen, 0,1 pg/pl RNase A (Qiagen) zu -tRroldevi (+f Triton %

100) hinzugefugt und diese fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Als letztedewder RNase-A
Verdau durch die Zugabe von R@®ut Thermo FisherScientific nach Herstellerangaben)
gestoppt und die Proben mit TRIzol (Thermo Fisher ScientificdedePuffer RL de$otal RNA

Purification Kig (Norgen Biotek Corp.) versetzt.

4.6 RNA-Sequenzierungs -Daten

4.6.1 Herstellung einer RNA -Seq-Library

Fur die Generierungder RNASegLibrary konnte auf kein &mmerziell vertriebenes Kit
zuruckgegrifferwerden da nur spezifische Sequenzen und nicht die Ge$td#t verwendet
werden sollte. Aus diesem Grund wurde die Library mitteld?RR hergestellDurch eine
reverse Transkriptiormit spezifischerveverse Primern (Tabelle 6jvurde ein individueller
Barcodeangefiigt Die Reaktion erfolgte durch dasS ¢ r Hep dDNA Synthesis Kit (Quantabio),
wobei dasReaction Protocol for Gene-Specific Priming verwendet wurdeund zwischen 0,5 und
10 ng RNA eingesetzt wurdénschlieRend wurde in einer PCIReaktiondurcheinenPrimer
Uberhang (siehe Tabelle 6), die Adapter fir das S eSystém(llluming angefugt. e
Zyklenzahl wurde hierbei individuell auf deweilige Probe angepasst. Die fertigen Libraries
wurden durch AMPure XP (Beckmann Coulter, nach Herstellerangaben) aufgerBirigt.
Analyse der fertigelRNASegLibrarieserfolgte mittelsBioanalyzer (High Sensitivity DN, K
Agileny.

4.6.2 Bioinformatisch e RNA - Motivanalyse

Die RNASg-Datenanalyse wurde von Lé¢sueh Hung, einem Mitglied der AG Bindereif
(Institut fur Biochemie der JustdsebigUniversitat Giel3en), durchgefihrt. Die Methoden zur
Analyse der Motianreicherung (in4 5-und 6meren) sindn Schneideet al. (2019) ausfuhrlich

beschrieben.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Isolierung und Charakterisierung von EVs

Fur die Isolation von extrazellularen Vesikeln aus Zellkulturiiberstand wurde ein neues
Aufreingungsprotokoll  etabliert, welches aus einer Kombinatioverschiedene
Aufreinigungsmethoden  bestand, adinter differentielle Zentrifugation, Filtration,
Ultrafiltration, GroéRenausschlugghromatographie und Ultrazerifugation (sieheAbbildung

7). Begonnen wurde mit zwei Zentrifugatsschritten mit niedrigen &schwindigkeiten, um
etwaige noch im Uberstand verbliebene Zellen oder Zelltm@mzu pelletieren. AnschlieRend
wurde der Uberstand filtriert, um groRe Vesikel (z.B. apoptotische Korperchen) zu entfernen.
Um ein verringertes Probenvolumen zu erreichen,deuder filtrierte Zellkulturiberstand einer
Ultrafiltration unterzogen. Anschlielend folgte eine Auftrennung der verschiedenen
Bestandteile durch eine GroRenausschi@ssomatographie. Hierbei wurden EVs (in
niedrigeren Fraktionen) und Proteine (in hohereraktionen) voneinander getrennt. Die -EV
haltigen Fraktionen wurden durch einen Ultrazentrifugationsschritt aufkonzentriert, indem die
vorhandenen EVs pelletiert und anschlief3end in einem geringeren Volumen PBS resuspendiert

wurden.

N

Ultrafiltration
10 kDa

/7N 2.000xg *\ 4.500xg
\__/ 10 Minuten \__ 5 Minuten

GroRenausschluss-Chromatographie

1x PBS
(@]
w
v}
Q 110.000x g Uberstand Pellet
2 Stunden verwerfen resuspendieren EVs

Abbildung 7. Isolation von extrazellulédren Vesikeln (EVs)

Schematischer Uberblick der EV-Isolation aus Zellkulturiiberstand. Die Isolation erfolgte durch eine Kombination aus
differentiellen Zentrifugationsschritten, Filtration, Ultrafiltration und Gréf8enausschluss-Chromatographie (SEC). Die

EV-haltigen Fraktionen wurden anschliefSend gepoolt, durch Ultrazentrifugation pelletiert und in PBS resuspendiert.

Die isolierten EVs uwvden gemal den Richtlinien deMinimal Information for Studies of
Extracellular Vesicles (MISEVYon 2018 charakterisiertGemal dieser Richtlinien wurden drei

Charakterisierungsmethoden etabliert. Dabei wurde Western Blot zur Detektion typischer EV
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Markerproteinen verwendet, die TEM zur Analyse der-SBMktur, -Integritdt sowie
- Morphologie, wahrend die Narburchflusszytometrie (NanoFCM) zur GroéRenbestimmung

und Detektion von EWlarkerproteinen eingesetzt wurde.

Bei der Charakterisierung mitteélg§estern BotswurdenAnt i ké6r per ver wendet ,
EVMarker detektieren: Das Oberflachenprotein CD63 aus der Gruppe der Tetraspane,
intravesikularen Marker Alpder an der Biogenese beteiligt &iwie das Housekeepige n 3
Aktin. Calneix, ein integrales Protein de®ndoplasmatischenRetikulums, diente als
Negativkontrolle Abbildung 8A. Es wurden fur jedes zu detektierende Proteiausreichender
MengeZellen (1 x 19 und EVsl(x 1() gelagn. Fur die Proteine CD63 und Albnnen jeweils

in den Zellen und den EVs Signale detektiert werder3Altin kann nur ein Signalden Zellen
nachgewiesen werden.l&ches gilt fur Calnexin, wobei hier das Signal nur schwach und diffus

sichtbar ist.

Die Bestimmung der GroRenverteilung wurde migls NaneDurchflusszytometrie
(NanoAnalyzgrdurchgefiihrt. Der Hersteller gibt an, dass dut@erwendunglesS16MEXx®s
als GroRenstandard eine Kalibrierungskurve zwischen der Partikelgrof3e und dertdntdesi
SSGside scatter) erstelltwerden kann durch welche die Intensitat jedes einzelnenMartikels
in eine genaa GroflRe umgerechnet werden kannieDso ermittelten GroRerscheinenmit
gewonnen Daten aus kryoelektronenmikroskopistAefnahmen tberegizustimmen(Nanofcm
2021). Fur dién Abbildung 8Bcharakterisierten HEK29BVs kann ein&rofRe vorb6,7 nmmit
einer Standardabweichung von 14,2 tadkuliert werden, was denerkdmmlichenGrdfze von

kleinen EVs entspricht

Um die Struktur und Morphologider isolierten EVs genauer beschreiben zu kénnen, wurden
transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigbb{ldung 8¢. Auf den
entstandenen Aufnahmen ist deutlich die markante, charakterististinpeshape Form sowie
eine Grole von ca. 80 nrirfdie kleinen EVs und eine GroéRe von ca. 250 nm fiir die grof3eren
EVs zu sehenDes Weiteren konnten mittels NanoF&Wessung Abbildung 80D EV
Oberflachenproteinadirekt detektiert werden Hierfir wurden die EVs mit FFK@njugierten
Antikérpern spezifischiir CD81 und CD9 sowigdt einemPEkonjugierten Antikdrper spezifisch

fir CD63 fluoreszierend markie#tur visuellen Darstellung der Messisigdbivariate DotPlots

der detektierten Fluoreszenz gegen den S®Wie die positiven Ereignisse in géplottet.
Zusatzlicksindin der rechtenSpalte doppelt psitive Ereignissdir CD9/CD63 abgebildetur

die Messung wurden EVs ad&K29Zellen, nach dem iAbbildung 7dargestelltenSchema
aufgereingt. Die Messungen zeigen, das$28er gemessenen Partikedgitiv fir CD8136%
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fir CDuNd 33%flr CD63 sind. Au3erdem zeitje CoFarbung von CD9 und dem exosomalen
Marker CD63 einen Wert von 2o

A CD63 Alix B-Aktin Calnexin
[kDa] Zellen EVs Zellen EVs Zellen  EVs Zellen  EVs
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Abbildung 8. Charakterisierung von EVs aus HEK293-Zellen

A) Western Blot-Analyse von HEK293-Zellen und EVs zum Nachweis der EV-Markerproteine CD63, Alix, [3-Aktin und
Calnexin als Negativkontrolle (Proteinmarker fiir das endoplasmatische Retikulum).

B) NanoFCM-Messung mit Darstellung der Gréfenverteilung und Konzentration. (Konz = Konzentration, MW =
Mittelwert (rot), SD = Standardabweichung (schwarz))

C) Elektronenmikroskopische Aufnahme der isolierten EVs, die fixiert, mit Uranylacetat kontrastiert und in
Methylcellulose eingebettet wurden (MafSstabsbalken 100 nm). Die Aufnahme wurde in Kooperation mit der Core
Facility Mauspathologie und Elektronenmikroskopie, Philipps-Universitdt Marburg, von Prof. Dr. Axel Pagenstecher
und Dr. Frederik Helmprobst aufgenommen.

D) Einzelpartikelphdnotypisierung zur Detektion von EV-Markerproteinen. Die EVs wurden mit FITC-konjugierten
Antikérpern spezifisch fiir CD81 und CD9 sowie mit PE-konjugierten Antikdrpern spezifisch fiir CD63 fluoreszierend
markiert. (FITC-A = Fluorescein-5-isothiocyanate area, PC5-A = Phycoerythrin cyanine 5 area, SS-A = side scatter area)
Alle NanoFCM-Messungen wurden in Kooperation mit der EV Core Facility, Zentrum fiir Tumor- und Immunbiologie,

Philipps-Universitidt Marburg, von Dr. Christian PreufSer durchgefiihrt.
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5.2 Transmissionselektronenmikroskopie zur Detektion von EVs

Die hier verwedeten EVs stammen aus dem Parasiteypanosoma brucei, dem Erreger der
AfrikanischenSchlafkrankheit, da die Aufnahmen fir ein anderes Manuskripts verwendet
werden sollenDie Isolation von EVs aus brucei unterscheidet sich geringfligig von der in
Abbildung 7etablierten Methode.DaT. brucei nicht in serunfreien Medium kultiviert werden
konnen, konné kein chemischiefiniertes Medium verwendet werden.d8 Weiteren befand

sich das irAbbildung 7beschriebene Protokoll noch in der Etablierungsphase, wgsweine
polymerbasierte Strategie verwendet wurde, um das Volumen zu verringern. Es wurden zwei

Aufnahmen derselben Probe gemacht, jedoch wurden die Proben unterschiedlich vorbereitet.

DasProtokoll, welches fir didbbildung 9A/Bverwendet wurde, bestash aus dem Laden der
EVs auf ein FormvdKohle-beschichtetes TEMNEid, einer Inkubation, gefolgt von
Waschschritten einer Kontrastierung mit Uranylacetat, weiteren Waschschritten und einer

anschlieZenden Inkubation (Trocknung).
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Abbildung 9. Unterschiede in der Prdparation beeinflussen Qualitdt und EV-Morphologie in der
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

A/B) Isolierte EVs aus T. brucei (Prozyklische Form) wurden mit Uranylacetat gegengeférbt und gewaschen.

C/D) Basierend auf dem Protokoll von Thery et al. (2006) wurden EVs aus T. brucei (Prozyklische Form) mit
Formaldehyd fixiert, mit Uranylacetat gegengefdrbt und in Methylcellulose eingebettet. (Mafstabsbalken 200 nm und
100 nm) Die Aufnahmen wurden in Kooperation mit der Core Facility fiir Mikroskopie & Imaging, Justus-Liebig-

Universitét Giefsen, von Anna Mébus und Prof Dr. Martin Hardt aufgenommen.
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Das Protokoll, welches fur digbbildung 9C/Dverwendet wurde, wurde im Wesentlichemn
Theryet al. (2006)ubernommen Hierbei wurden die isolierten EVs mit Formaldehyd fixiert, auf
ein FormvayKohle-beschichtetes TEMBrid gegeben gewaschen und mit Uranylacetat
kontrastiert AnschlieRend erfgten weitere Waschschrittegine Einbettungder Probedurch

MethylcelluloseUranylacetat sowie eine finale Trocknung des Grids

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich durch da@sbildung 9C/Dverwendete Protokoll viel
klarere und schéarfere Resultate erzielen lassen. Neben der verbess8diedrfeder EVs kann
auch eine vermindertédintergrundverschmutzung erreicht werden. Des Weiteren ist die EV
typischecup shape Form deutlich zu erkennen, welche Adbbildung 9A/Bnicht eindeutig zu
erkennen ist. Des Weiteren scheint es, dass dighibildung 9A/BdetektiertenEVs kleiner sind

alsdie inAbbildung 9CD, obwohl es sich um dieselbe Probe handelt.

5.3 GroRRenbestimmung von EVs

Zur Bestimmung deEVfGroRanverteilungkbnnenzum einen die NanopartikdlrackingAnalyse
(NTA) odedie NanoDurchflusszytometrie (NanoFCMgrwendet werden Bei eéer NTA handelt
es sichum eine optische Methodgdie zur Bestimmung deGro3e undKonzentration von
Partikeln in Suspension verwendet wird (sigdieschnitt3.8 undArabet al. 2021).Im Gegensatz
dazu beruht die NanoFCM auf einem mhflussbasiertenVerfalren, welchesPartikel in
NanogrofRe durch Streuung und/oder Fluoreszaetektiert (sieheAbschnitt3.8 undArabet al.
2021).

Dabeide Gerate wahrend der Anfertigung dieser Arbeit zur Verfigung standenden die
Methoden hinsichtlich ihrer Messergebnéssiteinander verglichenAbbildung 1Q. Hierzu
wurden EVs, aufgereinigt aus EBRZellen,zum einenmittels NTA (NanoSight NS3afijer
NanoFCM NanoAnalyzer gemessen Die genessenenPartikel weisen bei der NTA eine
durchschnittlche Grof3e von 200,9 nmit einer Standardabweichung von 61,4 mmd bei der
NanoFCM eine GréRRe von 56,7 niit einer Standardabweichung von 14,2 iawrf.
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Abbildung 10. Vergleich der Gréfienbestimmungsmethoden fiir EVs: Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) vs.
Nano-Durchflusszytometrie (NanoFCM)

EVs, isoliert aus HEK293-Zellen, zeigen unterschiedliche Gréf3enverteilungen bei direktem Vergleich der NTA (A) und
der NanoFCM (B). (MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung) Alle NanoFCM-Messungen wurden in Kooperation
mit der EV Core Facility, Zentrum fiir Tumor- und Immunbiologie, Philipps-Universitéit Marburg, von Dr. Christian

Preufer durchgefiihrt.

5.4 Charakterisierung von EV. -RNA

5.4.1 Detekt ion von RNA -Kontaminationen in Zellkulturm edium

Um RNAKontaminationen durchid verwendeten Medien ausschliel3en zu kdnnen, wurde aus
den verwendeten Medien, DMEM versetzt mit 10% FBS und CD 293 Medium, RNA isoliert. Dazu
wurden 50 ml der Mdien filtriert und durch Ultréltration auf 500 piverringert AnschlieRend

folgte eine Aufeinigung, bestehend aus ein@rdéRenausschlusgshromatographie unceinem

finalen Ultrazentifugationsschritt (siehébbildung 7.

Die etwaigen RNKontaminationen wurden mit deNorgen total RNA purificationt{Norgen
Biotek) isoliert, in einem Probenkonen von 35 pl eluiert und auf deBioanalyzeanalysiert
(Abbildung 10Q. Als Positivkontrolledienten EVs aus ESZellen Zusatzlich wurdein RFPCR
Assayzur Detektionder U6 snRNA, U1 snRNA, Y1 RNA und GAPDH durchgefihrt.

Das RNAProfil des DMEMs zgti eine RNAGréRRenverteilung von 25200 nts und eine Gesamt
RNAMengevon 7,5 ng. Fur das CD 293 Medium kann ein &hnlichesPRiihdetektiert werden
und eineGesamtRNAMengevon 2,7 ng. Bei den anschlieBendenrARIRs kann keine der vier
RNAs detektig werden. Hingegen dazu kann bei der PositivkontrolleXES$*RNA eine
GesamiRNAMengevon 59,6 ng sowie eine RMZrORenverteilung von 25500 nts bestimmt
werden Des Weiteren konnen alle vier RNAs durchPRR nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 11.
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Abbildung 11. Uberpriifung der Zellkulturmedien auf RNA-Kontaminationen

Die Medien, DMEM versetzt mit 10% FBS und CD 293 Medium, wurden dem Isolationsprozess von EVs (siehe Abbildung
7) unterzogen. Anschlieffend wurden vermeintliche RNA-Kontaminationen aus den Medien mittels Total RNA
Purification Kit von Norgen Biotek Corp. isoliert sowie das RNA-Profil und die Gesamt-RNA-Menge mittels Bioanalyzer
bestimmt. Zur Detektion von spezifischen RNAs wurde eine RT-PCR durchgefiihrt. Hierbei wurde jeweils 1 ng der
Gesamt-RNA eingesetzt, als Positivkontrolle diente Zellkulturiiberstand (EVs) von ES-2-Zellen. (bp = Basenpaare, M =

Marker, nts = Nukleotide)

5.4.2 EV-assoziierte RNAs sind vor dem Abbau durch RNasen geschitzt
Um eine etwaige Kdaamination von freien RNAs oder RIRRoteinkomplexen wahrend der EV

Aufreinigung auszuschlie3en, wurden aufgereinigte EVs miteiRese K und RNase A
behandelt. As Kontrolle diente ein Ansatkei dan EVs vorher mit einer Deterge(ibriton X%
100) inkubiet wurden. Durch den Proteinase-¥erdau sollten alle RNBindende Poteine
verdaut werden und die RNA zugéanglich fur den nachfolgenden RNésedau sein, gleiches
galt fur freie RNADemnach sollten RNAs, welche sich in EVs befanden bzw. mit ihneiesissoz

waren, intakt bleiben.
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Abbildung 12. EV-assoziierte RNAs sind vor dem Abbau durch RNasen gréfitenteils geschiitzt

Die aus ES-2-Zellen isolierten EVs wurden in drei Ansdtzen mit (A) RNase A, (B) Proteinase K und RNase A,
(C) Proteinase K, RNase A und Triton X-100 behandelt, anschliefSend folgte zum Vergleich eine RNA-Isolation mit
TRIzol oder dem Total RNA Purification Kit von Norgen Biotek Corp. sowie eine Analyse durch den Bioanalyzer. Die

isolierte Gesamt-RNA-Menge ist in ng angegeben.

Nach der oben beschriebenen Methode wurden EVs, stammend a2« &ten, behandelt. Die
RNA wurde mit TRIzol oder ddxorgen total RNA purificationit{Norgen Biotek) isoliert und
auf einemBioanalyzeranalysiert Abbildung 13. Nach deBehandlung der EVs mit RNase A
(Abbildung 12A kann fir die isolierten Proben mit TRIzol eBesamtRNAMengevon 48,6 ng
bestimmt werden, das RNRrofil rangiert zwischen 25200 nts. Bei dersolierten Proben, die
mit dem Kit von Norgen Biotek isoliewurden, kann ein€dGesamtRNAMenge von 44,9 ng
bestimmt werden, das RNRrofil rangiert zwischen 25 500 nts. Nach dem zusatzlichen
Proteinase Werdau sinkt di€&sesamtmengeauf 46 ng (TRIzdbgw.34,3 ng (Norgen Biotek), die
RNAProfile zeigen keinegnifikante Veranderung®bbildung 12B. Bei vorherigeZugabe von
Trtiton X100 Abbildung 12¢ kann ein deutlicher Abfall in d&esamtRNAMengedetektiert
werden (5,8 ng TRIzol; 8,1 ng Norgen Biotek). DasHRdfA zeigt bei den Proben, die mit TRIzol
isoliert wurden nur noch kleinere RNAs mit einer Grof3e vorll@8 nts. Der direkte Vergleich
der beiden RNAsolationsmethoden zeigt eine leichte Veranderung im fRxaHil, wo hingegen

die GesamRNAMengesehr ahnlich bleibt.
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5.5 /nvivo SELEX zur Detektio nvon RNA -Sequenzmotiven

Vor der eigentlichen SELBXalyse wurderdie aufgereinigten EVs nach denAbbildungen

7 & 8 etablierten Methoden entsprechend der MISEMuidelinessoliert und charakterisiert.

Um denMechanismus des spezifischen Beladens E¥is mit RNA intensiver zu untersuchen,
wurde ein in vivo SELEX(Systematische Bvolution von Liganden durch exponentielle
Anreicherunggtabliert.

Beim SELEX handelt es sich um einehbldg zur spezifischen SelektionieHbei bindet
beispielsweiseDNA oder RNAals Ligand spezifisch an ein ausgewahltes Target. Bei dem
klassischen SELEXperiment wird zu Anfang ein DNPdol mit zufalligen Sequenzen mit einer
Lange zwischen 20 und 100 Nukleotiden synthetisiert. Diese zufélligen Sequenzen werden von
konstanten Sequenzen flankiert (konstante Regionen), welche zur Detektion und PCR
Amplifikation erforderlich sind. Im Falle eines RBELEXs muss der DR@ol zuerst durch eine
T7Transkription in RNA umgeschrieben werden. Danach erfolgt eine Selektionshenaiey

die RNA una.B. ein Proteimiteinander inkubiert werdenDurch anschlieRende Aufreinigung

des Targets und den daran befindlichen RNAs kommt es zur Selektion der RNAs, die mit dem
Target interagieren. Durch Freisetzung der gebunden RNAs vom Targeserelianskription

in cDNA sowie anschlieRender PA&Rplifikation wird ein neuer Ausgangspool geschaffen.
Durch Wiederholung dieser Schritte kommt es zur spezifischen Anreicherung der RNAs, die
spezifisch mit dem Target interagieren. AnschlieBend kanre diibraryPraparation,
Sequenzierung und bioinformatische Analyse folgen (brak 2016,Ellington& Szostak 1990,

Klug & Famulok 1994 uerk& Gold 1990)Da der SELEX hiervivo zur Detektion spezifischer

RNASequenzen in EVs genutzt werden solltarden einige Schritte adaptiert.

Zu Beginn des Verfahrens wurde ein Molekulpool bestehend aus 40 Nukleotid langen DNA
Sequenzen generiert. Dabei wurde die DNA so synthetisiert, dass nicht ein Nukleotid an einer
bestimmten Stelle eingebaut wird, sondermeiMischung aus allen vier Nukleobasen, woraus
eine sehr hoheSequenzvariation hervorgehbie so entstandeneandomisierteDNASequenz
(N40) wurde flankiert von zwei bekannten Sequenzen, die der Primererkennung dienten
(konstante Regionen). AnschlieBendirden die DNAOligonukleotide in drei verschiedene
Expressionskonstrukte kloniert (Pol Il/poly(A), PolHBJ1 bo x , -®rm). | 1 1/ U6

Die Expressionskonstrukte wurden in Bakteriercd/i) transformiert und die gesamte Plasmid
DNA isoliert. Dieser Schiriivurde eingefugt, da fir die RNAxpression in EVs eine passive
Beladungsstrategie gewahlt wurde. Hierbei wurde RNA in der Zelle mittels Plasmid
Uberexprimiert, was zu einer erhéhten RIMAnzentration in der transfizierten Zelle urglr
anschlieRenden \fpackung der RNAs in EVs fuhiamit unterschiedliche RNRranskripte

entstehen, wurden drei verschiedene SEK®BNXstrukte entworfen Zwei der Konstrukte
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beginnen mit einem RNA PolRtomotor, gefolgt von einer zufélligen Sequenz (N40), die von
zwei korstanten Regionen (20 nts) flankiert wird, wobei das erste Konstrukt mit einem Roly(A)
Signal (AAUAAA) eetlund das zweite mit einem Wlranskriptionsstoppsignal (gelb). Das dritte
Konstrukt beginnt mit einem RNA Pol -Rlomotor und endet mit einem U6
Transkriptionsstoppsignal (rot). Alle oben genannten Konstrukte sind in einen pclél&ar
eingefugt worden Abbildung 13A. AnschlieRend wurden die SEMHEXressionskonstrukte
einzeln, mittels Lipofektion in HEK2g8llen transfiziert und fiir zwei Tage kuikrt (Abbildung

13B. Nach Aufreinigung der EVs, RN@&lation und DNas¥erdau wurde zum Nachweis des
erfolgreichen Beladens der EVs mit den drei verschiedenen RNAs eP@RRdurchgefuhrt.
Hierbei wurden Primer verwendet, die spezifisch gegen dietkaten Regionen der einzelnen
Konstrukte gerichtet warenApbildung 13¢. Es kann deutlich gezeigt werden, dass die-RNA
Expression aller drei SEEEMhstrukte erfolgreich war; jeweils fir die Zald die dazu gehorige
EVRNA koénnen deutliche Signale ralt RTIPCR detektiert werden. Da die Menge der aus EV
isolierten RNA sehr gering ist, wurde keine weitere SIRLEXe angefertigt. Die isolierten EV
RNAs und die RNA der dazugehorigen Zellen wurden zur Anfertigung von Libraries verwendet,
um die Proben arhlieBend mittels RN&eq zu sequenzieren. Dabei konnte fiir die Herstellung
der Libraries nicht auf ein kommerziell erhéltliches Kit zugegriffen werden, da nur die RNA
Sequenzen verwendet werden sollten, die dem Anfangspool entsprungen waren
Sattdessenwurden die fir die Sequenzierung bendtigten Barcodes und Adapter tiber mehrere
PCRSchritte angeflgtAbbildung 14A. Dazu wurder200 ng der GesarRNA aus Zellen und 2

ng der GesamRNA aus EVsnter Verwendung eines spezifischegvdrse Primers, welcher
zusatzlich einen Barcodetuberhang enthigft cDNA umgeschrieberdierbei wurden sechs
einzigartige Barcodes (Pol ll/poly(A) Zellen bzw. EVs, Poldl/lUb ox Zel |l en bz w.

[ll/U6-term Zellen bzw. EVs) verwendet.

AnschlieRend wurde der entstandem&DNA mittels PCR ein spezifischer Adapter fiy/olie

cell angefiigt Hierfiir wurde eirforward Primer verwendet, der einen Uberhang enthielt. Die
Zyklen zur Vervielfaltigung der Libraries wurden individuell angepasst. AnschlieRend wurden die
Libraries afgereinigt, um verbliebene Primer und PRRagenzien zu entferneiie fertiga

Libaries wurden anschliel3end sequenziert.

Die Librarieswurden mit dem Bioanalyzeanalysiert (Abbildung 14B. Da es sich bei den
Libraries um Sequenzen mit einer definiertginge handelt, kann nur ein spitzer Peak detektiert
werden.Alle Libraries stimmen mit den erwarteten Gré3en tberein (Pol 1l/Poly(A), 211 bp; Pol
/U1-3 box, 19 8-termp211 bP)o Die deringere WGBORe des Pol HBUL b 0 x
Konstrukts lasst siciwf eine Verkirzung der konstanten Region um 13 Nukleotide im Vergleich
zu den anderen Konstrukten zuriickfuhren.
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Abbildung13. Identifizierung von RNA-Motiven fiir das selektive Beladen von RNAs in EVs

A) Schematische Darstellung der drei in vivo SELEX-Expressionskonstrukte. Zwei der Konstrukte enthalten einen RNA
Pol II-Promotor, gefolgt von einer random Sequenz (N40), die von zwei konstanten Regionen (20 nts) flankiert wird.
Das erste Konstrukt endet mit einem Poly(A)-Signal (AAUAAA) und das zweite mit einem U1-Transkriptionsstoppsignal
(gelb). Das dritte Konstrukt beginnt mit einem RNA Pol Ill-Promotor und endet mit einem U6-Transkriptionsstoppsignal
(rot). Alle oben genannten Konstrukte wurden in einen pcDNA3-Vektor eingefiigt.

B) Schematische Darstellung der Transfektion. Die Plasmid-DNA und die Transfektionsreagenz wurden gemischt und
fiir 20 Minuten inkubiert. AnschlieSend wurde der Mix auf die Zellen gegeben. Nach 4 Stunden erfolgten ein
Mediumwechsel und eine Inkubation der Zellen fiir 48 Stunden.

C) Detektion der Expressionskonstrukte nach Transfektion mittels RT-PCR in HEK293-Zellen und EVs. (bp = Basenpaare,
M = Marker)

In Abbildung 15 ist die Aiswertung der bioinformatischenAnalyse in Form eines

Streudiagramms dargeslt. Aufgetragen sind die-scores von EVs/Zellen, fur jedes der drei
Expressionskonstrukte (Pol ll/poly(A), Pol Il®J1 b o x , -frmn). Eslist zu/séhén, dass

keine spezifische RNAnreichung detektiert werden kann, weder in demr, 5mer bzw.6-
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mer-Motiven noch gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen

Reporterkonstrukten.

RNAMotive, die in Zellen wenig vorhanden sind, sind in EVs ebenfalls in geringer Anzahl
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Abbildung14. Generierung einer Library fiir RNA-Seq

A) Schematischer Herstellungsablauf der RNA-Seq-Library. Nach der Transfektion der SELEX-Expressionskonstrukte in

HEK293-Zellen wurde die Gesamt-RNA aus Zellen und EVs isoliert. Anschliefend wurde die RNA mittels eines

spezifischen Primers, welcher gegen die konstanten Regionen gerichtet und einen Barcodeiiberhang enthielt, in cDNA

umgeschrieben. Es folgten das Anfiigen des Adapters und die Ergdnzung zum Doppelstrang. Durch PCR-Amplifikation

wurde die RNA-Seq-Library vervielfiltigt.

B) Gréfsenverteilung der angefertigten RNA-Seq-Libraries (siehe Pfeil) wurde mit dem Bioanalyzer analysiert. (bp =

Basenpaare)

62



Ergebnisse

6-mer

4 4 6 g
g R=0.991
S 4
2 o 2]
N
3 2-
a 0_ 0_ O_ ...............................
<
>
] -2+
2 24 -2
= -4-
e

-4 T T T -4 T T T -6 | I B R B

-4 2 0 2 4 -4 -2 0 2 4 6 -4 2 0 2 4 6

Pol II/ poly(A) Zellen (z-score) Pol II/ poly(A) Zellen (z-score) Pol II/ poly(A) Zellen (z-score)
5 4 ; 4 6
S RP=0.964 : RP=0.957 RP=0.956
3 4+
& o]
0 24
it
é 0 [0 IS
Ko}
e 2
S -2+
= -4
8 -4 I I 1 -4 1 I I -6 1 1 I I I

-4 -2 0 2 4 -4 -2 0 2 4 6 -4 -2 0 2 4 6

Pol I/ U1-3' box Zellen (z-score) Pol 11/ U1-3' box Zellen (z-score)

Pol 11/ U1-3' box Zellen (z-score)

— 4 - 4 - 6

S RP=0.994 : RP=0.996 4 R=0.995

8 : r'd 4

X2 2

@ “]

E 0_ 0_ .............................................................. O_ ..............................................................

3

© a

2 -2 -2

= 4

£ -4 T T T -4 T T T -6 — T T T
-4 2 0 2 4 -4 2 0 2 4 6 -4 2 0 2 4 6

Pol 11/ U6-term Zellen (z-score) Pol I/ U6-term Zellen (z-score)

Pol 111/ UB-term Zellen (z-score)

Abbildung 15. Korrelation der RNA-Anreicherung von 4-mer, 5-mer und 6-mer-Motiven in EVs im Vergleich zu Zellen

Dargestellt ist die Korrelation der RNA-Anreicherung in EVs zu Zellen gemessen durch den z-score. Aufgetragen sind

EVs (y-Achse) sowie die in Zellen exprimierten Input-Pools der drei verschiedenen Reporterkonstrukte (Pol Il/poly(A),

Pol 1l/U1-3’box, Pol Ill/U6-terml; x-Achse). (R2 = Bestimmtheitsmayf3)

vorhanden. Gleiches gilt fir Motive, die in Zellen haufig vorhanden sind. Sie sind ebenfalls in EVs

haufig vorhanden. Des Weiteren konnten fiir alle dargestellten Werte Bestimmtheits(f&Re

zwischen 0,956ind 0,998 lestimmt werden.
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5.6 RNA -Polymerase lll - Transkripte werden bevorzugt in EVs geladen

Um festzustellen, ob eine RNZolymeraseabhéngige Beladung von RNAs in EVs existiert,
wurden drei Expressionskonstrukt@lbildung 16A entworfen. Alle drei Konstrukte weisen
eine spezifische konstante Region auf, die die individuelle Detektion der Transkripte erméglicht
sowie dieselbe degenerierte SequdiNMNNNN)mMIt einer Lange von 40 nts. Das Pol Il/poly(A)
Konstrukt enthalt einen RNRolymerase {Promotor (CMV) und endet ineinem klassischen
Poly(AjSignal (AAUAAA), wodurch ein mR&liches Transkript entsteht. Das Pol 81
box-Konstrukt enthélt ebenfalls einen RNPdlymerase {Promotor, ist jeloch am 3Ende mit

einer UX3'Box terminiert eine Sequendie 13- 16 Nukleotide lang ist unchormalerweise an

der Bildung des 3Endes menschlicher snRNBeateiligt ist (Egloffet al. 2008) So wirdein

natirliches Pol{Transkript ohne Poly(Achwanzrzeugt Das dritte Reporterkonstrukt enthalt

einen RNAPolymerase HPromotor sowie einenUd er mi nat or (Bddeé(@Gabet) am 3

al. 2018. Alle drei Konstrukte wurden in HEK2B8llen cetransfiziert, nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurden die EVs aufgereinigt und die RNA isoliert.

Die Quantifizierung wurde anschlieBeralativ (Abbildung 16B und absolut Abbildung 16¢
mittels RFgPCRdurchgefiihrt Bei derrelativen Quantifizierurg erfolgte die Normalisierung
gegen die endogenerneichlich vorhandenen ERNAs Y1 RNA und vault RNBRargestellt sind
die relativen RNAewel des Verhaltnisses EVs zu Zellesist deutlich zu erkennen dass die
UberexprimiertenPol lll-Transkriptein EVs starker akkumulierdrelatives RNA._evel liegt bei
3), wahrend das relative RN£evel detbeidenPolll-Transkriptebeica.2,5 liegt.

Fir die absolute Quantifizierung der Transkripte wurden Standardkurven imitvitro
transkribierten RNAs erstelltie die jeweilige Sequender zu quantifizierenden RNA enthielt
(Abbildung 16D. Zuséatzlich zu den ERNAsvurden auch digiberexprimierten RN&in denE\V:
produzierenda Zellen absoluguantifiziert. Innerhalb der Zelletkénnen fur Pol lIJ6term
4,06 x 1@, fur Pol 11U1-3'box 1,75 x 10und fur Pol Il/poy(A) 1,8 x 10Molekiile pro Zelle
bestimmt werden wahrend dieMenge der RNAMolekile nnerhalb der EV$endeziellunter
einem Molekul prceV liegt Das Transkript von Pol Ill/G@rm ist mit 0,104 Molekulen pro EV
am haufigsterin EVsvorhanden Sowohlbei den Transkripten fur Pol 1l/tBbox als auch bei
Pol Il/poy(A)kénnen nur0,022 Molekile pro EV bzw. 0,003 Molekipeo EVdetektiert werden
(Abbildung 16Q.
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Abbildung 16. Einfluss unterschiedlicher RNA-Polymerasen auf die RNA-Verpackung in EVs

A) Schematischer Aufbau der Expressionskonstrukte. Das Konstrukt Pol Il/poly(A) enthdlt einen RNA Pol II-Promotor

(CMV-Promotor), gefolgt von einer Sequenz mit 40 nts, flankiert von zwei konstanten Regionen und einem terminalen

Poly(A)-Signal (AAUAAA), das zu einem polyadenylierten Transkript mit m’G-Kappe fiihrt. Das Konstrukt Pol Il/U1-

3'box enthdlt ein zusdtzliches U1-Transkriptionsstoppsignal (gelb), das zu einem nicht polyadenylierten Transkript mit

m’G-Kappe fiihrt. Das Konstrukt Pol lll/U6-term enthdlt einen RNA Pol Ill-Promotor (U6-Promotor) und ein U6-

Transkriptionstoppsignal (rot), was zu einer RNA mit einer y-Monomethylkappe (mppp) ohne Poly(A)-Schwanz fiihrt.

Nach Co-Transfektion aller drei Konstrukte in HEK293-Zellen wurde die Gesamt-RNA aus Zellen und EVs isoliert, gefolgt

von einer RT-PCR mit Primern, die gegen die jeweiligen konstanten Regionen gerichtet waren.
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B) Die relative Quantifizierung wurde mit RT-gPCR durchgefiihrt, die Expression der Transkripte wurde auf die
Gesamtexpression des geometrischen Mittels der vault RNA 1 (vt RNA 1) und Y1 RNA (n=5) normalisiert, Mittelwert
und Standardabweichungen sind dargestellt.

C) Die absolute Quantifizierung der RNA-Verpackung in EVs wurde mit RT-qPCR durchgefiihrt. Die Quantifizierung der
absoluten Molekiilzahl [log10-Skala] der angegebenen Transkripte in Zellen (grau) und ihren entsprechenden EVs
(schwarz) sind mit Mittelwert und Standardabweichungen dargestellt (n=4).

D) Standardkurven fiir die absolute Quantifizierung. Die Standardkurven wurden mittels RT-qPCR fiir die drei
Transkripte quantifiziert. Die Datenpunkte sind Mittelwerte von Dreifachmessungen. (R? = Bestimmtheitsmaf3, Eff =

Amplifikationseffizienzen)

5.7 Kleinere Transkripte werden bevorzugt in EVs geladen

Um zu bestimmendass kleinereRNAsbevorzugtmit EVs assoziiegind, wurden funf RNA
Polymerase lll-Promotorbasiete Reporterkonstrukte (L&ngenkonstrukte) entworfen. eAll
Konstrukte enthalten neben desrwahnten Polymerase {Rromotoreinen U6Terminator. Die

so entstehenden RNAs enthalten eipegnonomethyl Kappe und keinen Poly@g¢hwanz. Die

funf verschiedenen Langenkonstrukte exprim&rRNAs mit unterschiedlichen Langen (80, 120,
200, 360 und 680 ntspls Sequenz dienten zwei zufallig generierte Sequenzen von 40 nts, die
jeweils verdoppelt wurdenJedes Langenkonstrukt enthalt unterschiedlicti@nkierende
konstante Regionen, die eine spezifische Detektion der einzelnen Transkripiiglaht
(Abbildung 17A. DieKonstrukte wurda in HEK29Zellen transfiziert. [ soexprimieren RNAs

wurden inEVs verpackt undie freigesetzten EVs wurden nac@ 8tunderisoliert.

Um zu Uberprufen, ob die exprimierieRNA in den Zellen und den entsprechendd=Vs
nachgewiesen werden koénnemvurde RNAisoliert und eine RTPCR durchgefiihrt. Hierbei
wurden Primer verwendet, die sich diregeégendie konstanten Regnen richteten Alle funf
Transkripte Knnen in Zellen und EVs nachgewiesen werd@bbildung 17B. Fir alle
Transkripte wurde eingroRenabhangiger Signalabfatietektiert. Um eine mdogliche
grolRenabhéangige Freisetzung der Transkripteevaluierenwurde déne RFqQPCR duraefihrt.
Hierbei wurdendie relativenRNALevelin EVgiegen dieder Zellen normalisiert undnalysiert
(Abbildung 17Q. Zur besseren Darstellungurde das kiirzeste Transkript (80 nts) als Referenz
auf 1gesetzt Basierend aulen Gro3enveeilungen ist zu sehen, dass kleinere RNAs effizienter

in EVs freigesetzt werden als groRRere.
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Abbildung17. Léngenabhéingige Freisetzung von RNAs in EVs

A) Schematischer Aufbau der Expressionskonstrukte. Alle Konstrukte enthalten einen RNA Pol Ill-Promotor, gefolgt
von einer Sequenz (40 nts), welche jeweils verdoppelt wurde (40, 80, 160, 320, 640 nts) und von zwei individuellen
konstanten Regionen (20 nts) flankiert wird. Alle Konstrukte enthalten ein U6-Terminationssignal (rot), was zu einer
RNA mit einer y-Monomethylkappe ohne Poly(A)-Schwanz fiihrt. (nts = Nukleotide)

B) Nachweis der fiinf Transkripte in EVs mittels RT-PCR. Die Konstrukte wurden in HEK293-Zellen co-transfiziert, gefolgt
von der Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellen und EVs. Die RT-PCR wurde mit spezifischen Primern fiir die
verschiedenen konstanten Regionen durchgefiihrt. (bp = Basenpaare, M = Marker)

C) Relative Quantifizierung der ldngenabhdngigen Freisetzung von RNAs in EVs. Die relative Expression der einzelnen
Transkripte (80, 120, 200, 360, 680 nts) in EV's wurde durch RT-qPCR analysiert (n=3). Die Expression der Transkripte

wurde zu der Gesamtexpression in den Zellen normalisiert.
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5.8 Absolute Quantifizierung von endogenen RNAs in EVs

5.8.1 Charakterisierung von EV s aus flinf verschiedenen Zelllinien

Da die Verwendung von Reperkonstrukten, die unter der Kontrolle starker Promotoren
stehen (CMV und U6), nur begrenzte Informationen Uber die in EVs vorhandenen endogenen

RNAs ligdrn, wurden endogen vorkommend@NAs gantitativ analysiert.
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Abbildung 18. EV-Charakterisierung der Zelllinien HEK293, ES-2, U373, HepG2 und A549

A) Einzelpartikelphénotypisierung zur Detektion von EV-Markerproteinen. Die EVs wurden mit FITC-konjugierten

Antikérpern spezifisch fiir CD81 und CD9 sowie mit PE-konjugierten Antikdrpern spezifisch fiir CD63 fluoreszierend

markiert. (FITC-A = Fluorescein-5-isothiocyanate area, PC5-A = Phycoerythrin cyanine 5 area, SS-A = side scatter area)

B) Die Nano-Durchflusszytometrie-Messung (NanoFCM) zeigt die Gréfsenverteilung und Konzentration der isolierten

EVs. (MW = Mittelwert (rot), SD = Standardabweichung (schwarz)) Alle NanoFCM-Messungen wurden in Kooperation

mit der EV Core Facility, Zentrum fiir Tumor- und Immunbiologie, Philipps-Universitidt Marburg, von Dr. Christian

PreufSer durchgefiihrt.

C) RNA-Profile der EV-RNAs. Die RNA-Isolation erfolgte mittels Total RNA Purification Kit von Norgen Biotek Corp.,

gefolgt von einem DNase-Verdau und der anschliefSenden Analyse durch den Bioanalyzer. (FU = Fluorescence units)
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Umvergleichbareendogene RNASs zu unseren Reporterkonstrukiererwendenwurden RNA
Polymerase IHTranskripteg(U6 snRNA und Y1 RNwie RNAPolll-Transkripte(U1 snRNA und
GAPDHmMRNA ausgewahlt Um zellspeziiche Varianzen in deBeladungvergleichen zu
konnen wurden neben HEK23Zllen auch EVs der Zelllinien BS (OvariaKlarzel
Adenokarzinom), U373 (Glioblastom), HepG2 (Hepatozytenkarzinom) und A549 (ungen
Adenokarzinm) verwendet

Es erfolgte eine Chakterisierung der EVs, stammend aus den oben genannten Zelllinien
(Abbildung §, und eine Analyse der ERNAProfile @bbildung 1§. Die aus E8-Zellen
stammenden EVs zeigen, dass 59% der gemessenen Partikel jeweils positiv fur CD9 und CD63
sind. Des Wikeren zeigt dieCoFarbung von CD9 und CD@ass 40% der gemessenen Partikel
positiv fir CD9 und CD63 sind. 32% der gemessenen EVs singd3ig1Auffallig sind die aus
HepG2Zellen stammenden EVs; sie emittieren nur sehr schwache Signale (CDE8D%%%,
CD63: 11%, CD9/CD63: 2og. anderen ZelllinierHEK293U373,A549 &ahneln sich bei den
gemessenen Ergebnissen: Fir CD81 bewegen sie sich zwischEspa1fir CD9 zwischen 21

36% und fir CD63 zwischen 134%. Die Doppelfarbung von CD9/CD8@tzeinen Wert von
27,4% bei den HEK283/s. Bei den EVs der Zelllinien U373 und A549 fallt dieser Wert deutlich
geringer aus (12% und 5%).

Bei der GroRRenbestimmung mittels NanoFCM koénnen GroRen zwischen 57 nm und 66 nm
kalkuliert werden.AnschlieBend wide dieRNA aus EVs isoliert und mit dem Bioanalyzer das
RNAProfil fur alle funf Zelllinien ermittelt. Fir alle RNAs kann ein &hnliches Profil gezeigt

werden, mit einer GroRenverteilung von 2500 nts.

5.8.2 Absolute Quantifizierung der snRNAs U6 & U1, Y1 RNA und GAPDH mRNA

Fur die absolute Quantifizierung dendogenen RNAwurden Standardkurven mitn vitro
transkribierten RNAs erstellt, die die jeweilige Segquder zu quantifizierenden RNA enthielt
(Abbildung 19A. Ahnlich wie bei den oben erwahnten jReterkonstruktenwurde festgestellt,
dass RNAolymerase HTranskripte in EM®it am haufigsten vorkommen. Insbesondere die U6
SNRNA wd mit 1,0- 9,0 Molekilenpro EV am haufigsten in allen untersuchtgglllinien
gefunden(mit Ausnahme voeS2). Furdie Y1 RNA sowie die U1 snRNA kdrmwischen 2

- 0,9 Molekilen pro EV rehgewiesen werden.iB GAPDH mRNA kanmt 0,6- 6,8 Molekilen
pro EV detektiert werdenAbbildung 19B.
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Abbildung19. Absolute Quantifizierung der endogenen RNAs U6 snRNA, Y1 RNA, U1 snRNA und der GAPDH
mRNA in EVs

A) Standardkurven fiir die absolute Quantifizierung. Die Standardkurven wurden mittels RT-qPCR ermittelt. Die
Datenpunkte sind Mittelwerte von Dreifachmessungen. (R? = Bestimmtheitsmapf3, Eff = Amplifikationseffizienzen)

B) Absolute Quantifizierung mittels RT-qPCR. Es wurden EVs von fiinf verschiedenen Zelllinien verwendet. Dargestellt
ist die Quantifizierung der absoluten Molekiilanzahl [log10-Skala] der angegebenen RNAs in EVs (n=3) sowie der

Mittelwert und die Standardabweichungen.
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5.9 Potentielle Modifi  zierung der GAPDH mRNA in EVs

Die spezifischeModifizierungder einzelnen RNAs innerhalb Es noch nicht vollstandig
geklart. Insbesondere, ob mRNAs, die in EVs nachweisbar sind, in hénlige vorliegen
und/oder einen vollstandigen PolytSchwanz haben, wurde noch niakither verifiziert. Um
dies zu analysiererwurden RNA aus E®-Zellen und den entsprechenden EVs isoliert und

mittels semiquantitativer RFPCR analysierApbildung 20A.
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Abbildung 20. EV-RNA und zellulire RNA unterscheiden sich in Gréfie und Polyadenylierungsstatus der GAPDH
mRNA

A) Gesamt-RNA aus ES-2-Zellen und den entsprechenden EVs wurde isoliert und anschliefSend eine RT-PCR mit Primern
gegen Y1 RNA, GAPDH und ACTB mRNA durchgefiihrt. Fiir die reverse Transkription wurden Oligo(dT) Primer (dT) bzw.
Random-Hexamer Primer (dNg) verwendet. (bp = Basenpaare, M = Marker)

B) Zur Quantifizierung der GAPDH mRNA wurde eine RT-qPCR durchgefiihrt, dargestellt sind die ermittelten Ct-Werte.
C) Nachweis der GAPDH mRNA in EVs durch Glyoxal-Northern Blot. Zelluldre und EV-RNA wurden mittels Glyoxal-

Agarose-Gelelektrophorese und Northern Blot analysiert. (nts = Nukleotide)

Fur die cDNAynthese wurderDligddT) Primer (dT) oder RandotdexamerPrimer (dNs)
verwendet, un das mdgliche Vorhandensein eirfealy(A}ySchwanze zu evaluieren. Alle RNAs
desdNs-Ansatessindsowohl in Zellen als auch in EVs nachweisbar. Wurde die-89hAese
jedoch stattdessen mit li@o(dT) Primerndurchgefiihrt,ist eine Abnahme des Signaler nicht
polyadenylierten YRNAzu beobachtenf3-Aktin kann in EVs nicht nachgewiesen werdem.
Gegensatz dazoleibt das Signal fur GAPDH in den Zellen im VergleichdkgrAnsatz ahnth,
nimmt aber in den EVs im éhsatz signifikant ab, was darauf hindeutet, dass GARBNA
Uberwiegend in einer icht-polyadenylierten Form vorliegt, wenn sie mit EVs assoziiertist.
dies weiterfihrend zu untersuchen, wurde die zuvor durchgefihrte RT mittels gPCR
quantifiziert. Hierbei ist zu sehen, dass Gi@PDHnRNAisoliert aus EVs und revettanskribiert
mit RandomHexamePrimen einenCtWert von22,8aufweist, wohingegen di€@ APDHNRNA
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isoliert aus EVs und revetrmnskribiert mit Oligo(dTPrimern einen CWert von 26 aufweist.

Fur die aus Zelfeisolierte GesamRNA, revergranskribiert mitOligddT)Primer bzw. Random
Hexamer Primern, kbnnen CiWerte von ca. 18 detektiert werdenAbbildung 20B.
AnschlieBend wurde ein Northern Blot durchgefuhrt, um die Grof3e der GAPDH mRNA zu
bestimmen. Hierzu wurde ERNA als auch GesaiRNA aus E&Zellen verwendetAbbildung

20Q. Zu sehen ist, dass das Signal der GAPDH mRNA, isoliert aus EVs1&f at0unter der

aus Zden isolierten GAPDH mRNA lauft. Da ein definiertes Signal zu erkennen ist, handelt es

sich nicht um fragmentierte RNA, sondem eine verkizte Form der GAPDH mRNA.

5.10 Spezifisches Beladen von EVs mit RNAs

5.10.1Passives Beladen von RNA - Aptameren

Fur das spezifische Beladen von RNAs in EVs wurde in der valéagemeit eine passive
Methode verwendet. Hierbei wurde ein Reporterkonstrukt (Plasriridjie EMproduzierende
Zelle mittels Transfektion eingebracht. Danach folgte eine Wachstumsphase v48 2iinden

in chemisch definiertenMedium. Durch die anschlieRende Uberexpression der RNA in der EV
produzierenden Zelle kam es zu einer vermehrtegidetzing der produzierten RNAs in EVs.
Dabei konnte je nach verwendeten Promotor eine Konzentration von 0,002 und 0,1 RNA
Molekil pro EV erreicht werden (sieldschnitt5.6).

Um die Menge der in EVs enthaltenen RNAs zu quantifizieren, sollte eindibetain RNA
Aptameren mittels Fluoreszenz in EVs erfolgen. Hierzu wurden die Sequenzen der RNA
Aptamere Broccoli und Spinach2 in einen Vektor kloniert, der einen FRybHoter enthalt
sowie einen Uél'erminator Abbildung 21A. AnschlieRend wurden dieg®nstrukte in HEK293
Zellen trangkiert und die EVs isoliert. Um sichesigllen, dass die durch die Konstrukte
exprimierten RNAAptamere in die EVs verpackt wurden, wurde einePRR durchgefuhrt
(Abbildung 21B. Es ist deutlicau erkennen, dass beid@NAAptamere in EVs als auch in Zellen
vorhanden sind. Vor der NanoF@Wessung wurden die aufgereinigten EVs mit dem DAHRBI
(3,5-Difluor-4-hydroxybenzylidenimidazolingrFarbstoff inkubiert, einenMolekilderivat von
GFPR das an RNAptamere bindet DFHBist membrandurchlassig und nicht toxisch fur Zellen
(Weinstein 2019). Bich einem anschlieRenden Waschschritt wurden die EVs mit dem NanoFCM
gemessenAbbildung 21¢ Gemessen wurden EVs isoliert aus nicht transfizierten Zellen (WT
HEK29DFHBILT), die & Negativkontrolle fungierten, EVs isoliert aus transfizierten Zellen mit
dem BroccolKonstrukt (BroccoiDFHBILT) sowie EVs isoliert aus Zellen, die mit dem Spirach?2
Konstrukt transfiziert wurden (SpinaciidFHBIT). Fur alle drei Messungen konnten nur

zwischen 0,2% und 0,4% positive Ereignitgektiert werden. Die RNAptamer-tragenden EVs
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unterscheiden sich hierbei nicht von der Negativkontrolle. Dies lasst vermuten, dass zu wenige

RNAAptamere in den EVs vorhanden sind, um ein ausreichendes Sigekiieren zu kénnen.
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Abbildung 21. Detektion von RNA-Aptameren in EVs
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A) Schematische Darstellung der Aptamerkonstrukte Broccoli und Spinach2. Beide Konstrukte enthalten einen Pol IlI-

Promotor, die Sequenz von Broccoli plus konstanter Regionen oder die Sequenz von Spinach2 und einen U6-

Terminator.

B) Detektion der Aptamerkonstrukte nach Transfektion mittels RT-PCR in HEK293-Zellen und EVs. (bp = Basenpaare,

M = Marker)

C) Einzelpartikelphdnotypisierung zur Detektion der RNA-Aptamere. Inkubation der EVs mit DFHBI-1T, einer RNA-

Aptamer aktivierten Fluoreszenzsonde, und anschliefSfender Detektion des Fluoreszenzsignals mittels NanoFCM-

Messung. (FITC = Fluorescein-5-isothiocyanate, SS-A = side scatter area)
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5.10.2 RNA-sequenzunabhang iges passives Beladen von RNAs

Um zu untersuchen, ob neben der Lange und der transkribierenden Polymerase auch die RNA

Sequenz ein®ollebeider Verpackung voiRNAsSh EVs spieltwurden vier Reporterkonstrukte

A
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2 D 80 nts.
3
E 79 nts .
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Abbildung 22. RNA-sequenzunabhdngige Freisetzung in EVs

A) Schematische Darstellung der Expressionskonstrukte (1 - 4). Die Konstrukte enthalten einen Pol Ill-Promotor, eine
zufillig generierte Sequenz (79 nts und 80 nts) und einen U6-Terminator.

B) RT-PCR zum Nachweis der vier Transkripte. Nach Co-Transfektion der Expressionskonstrukte 1 - 4 in HEK293-Zellen
wurde die Gesamt-RNA aus Zellen und EVs isoliert und anschliefsend eine RT-PCR mit Primern, spezifisch fiir die vier
Transkripte durchgefiihrt.

C) Relative Quantifizierung der RNA-Freisetzung in EVs. Die relative Expression der einzelnen Transkripte (1 - 4) in EVs
wurde durch RT-qPCR analysiert (n=2). Die Expression der Transkripte wurde zur Y1 RNA normalisiert und das

Verhdltnis der Transkript-Expression (EVs/Zellen) geblottet.

entworfen, die aus 79 80 nts langen unterschiedlichen Sequenzen bestehen sowie einem Pol

[ll-Promotor und einem Ud erminator Abbildung 22A.
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Die Reporterkonstrukte (: 4) wurden in HEK2938ellen transfiziert und fir 4&tunden
inkubiert. ArschlieRend wurdeaus den Zellen sowie den isolierten EVs GiesamtRNA
extrahiert. Zum Nachweis d&NAExpression in defellen und der anschlieBenden Verpackung
in die EVs wurde eine FPICR durchgefuhrApbildung 2285.

Es ist zu sehen, dass alle RiWAden Zellerund den EVs nachweisbar sind. Fir die relative
Quantifizierung der Expression wurde eined®lCR durchgefihrapbildung 22¢. Dargestellt

sind die Expression der Transkripte, normalisiert zu Y1 RNA, sowie das Verhaltnis der Transkript
Expresion (EVs/Zellen [LoQ2Es ist zu sehen, dass die Expression derRBiAskripte fur alle
Konstrukte in einem &eich zwischen 2 und 2,5 liegt, was die Vermutung nahe legt, dass die

RNASequenz in diesem Experiment keine entscheidende Rolle spielt.
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6 DISKUSSION

6.1 Isolation und Charakterisierung von EVs

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschaftigte sich mit der Isolierung von EVs sowie deren
Charakterisierung. Derzeit zahlen zu den am h&aufigsten verwendeten Verfahren zur Isolierung
von EVs die Ultrantrifugation, die Dichtegradientenzentrifugation, die GrolRenausschluss
Chromatographie sowie die polymerbasierte Prazipitation. Je nach Isolationsmethode variiert
die Menge an gewonneam EVs, die Abreicherung von Lipoproteinen und
Proteinverunreinigungersowie der Arbeitsaufwand und die KostéBrennanet al. 2020).
Zurzeit gilt dieDichtegradientementrifugation als die beste Methode zur Aufreingung von EVs.
Hierbei werden EVs anhand ihrer Dichte aufgetrennt und so etwaige Proteinkontaminationen
zum grofen Teil vermieden. Die Methode hat den Vorteil, dass sie sehr reine EVs isoliert, jedoch

in geringer Menge.

Da sich die vorliegende Arbeit ausschlieBlich mit-REVM beschéftigt, wurde die
Dichtegradientenzentrifugation nicht verwendeta sonst aufgrund e generell sehr geringen
EVVRNAAusbeutewesentlich gréRere Mengen desusgangsmaterialzur Durchfihrungder
Experimenteerforderlich gewesemwéren Die in der vorliegenden Arbedtablierte Methode

zur Isolation von EM#gl.Abschnitt 5.) ist eine Konbination aus differentielleZentrifugation,
Filtration,  Ultrafiltration, GroRenausschlusshromatographie und Ultrazentrifugation
(Abbildung 7. Siestellt einen Kompromiss zwischen Qualitat und Quantitat dan genug EV
RNA isolieren zu konnen, mussteusatzlich Optimierungen deZellkulturbedingngen
vorgenommen werden. Anstelle des Ublich verwendeten Zellkulturmediums wurde ein
chemisch definiertes Medium verwendet, damit es zu keiner Kontamination durch EVs aus
fetalem Kalberserum kam. Des Weitereninde die Inkubationszeit der Zellen, in welcher sie

EVs freisetzen, erhoht.

Die gemal den ISERIchtlinien durchgefuhrte Charakterisierurgopildung 8& Abbildung18)
zeige, dass diehier verwendete und etablierte Aufreinigungsmethode digeltenden

Qualtatskriterien erfillt.

Um RNAKontaminationen durch die verwendeten Zellkulturmedien sowie durch den EV
Isolationsprozess ausschlieBen zu koénnen, wurden zusatzlich zu den von der ISEV
vorgeschlagenen Methoden zur Charakterisierung weiterfihrende Exper@rsunchgefihrt
(Abbildung 11& Abbildung12). Hierbei konnte deutlich gezeigt werden, dass es zu keiner RNA
Kontamination durch die verwendeten Zellkulturmedien kam. Des Weiteren war zu erkennen,
dass die isolierte RNA hauptséchlich aus EVs stammt uné&leslabei nicht um Protein

assoziierte RNAs oder freizirkulierende RNAs handelte
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Fur die Charakterisierung der Br6Renverteilung kann neben der haufig verwendeten NTA
auch die NanoFCM verwendet werden. Die beiden Methoden wurden direkt miteinander
verdichen @bbildung 10Q. Hierbei war deutlich zu sehen, dassmieéder NTA gemesserirobe

eine durchschnittliche GréRenverteilung ermittelte, die mehr als doppelt so grof3 war wie die
der NanoFCMMessung. Dieser Unterschied lasst sich auf die verschiedstethoden zur
Kalkulation der GréRerurtckfiihren (Aralet al. 2021).

Des Weiteren wurden transmissionselektronenmikroskopische Aufnahnfén die
Begutachtung der EMorphologie sowielntegritat verwendet Abbildung 9). Es wurden zwei
Probenvorbereitungsmtokolle direkt miteinander verglichen. Dabei konnten durch die
Fixierung mit Formaldehyd und die Einbettung der Probe in Methylcellulose, wobei diese als
Schutzschicht fungierteMulisch& Welsch 2015), erhebliche Verbesserungen in der Auflésung

erzieltwerden.

AbschlieRend ist zu erwahnen, dass immer berlicksichtigt werden muss, dass sich die
Isolationsmethoden noch in der Entwicklung bzw. in einem standigen Optimierumgis
Validierungsprozess befinden, so dass eine einheitliche Standardisierung na@einicht
moglich ist. Einen einheitlichenGoldstandard zur Isolation von EVs werden wir wohl nie

erhalten, dadie Ausgangsmaterign sowie dieEVs selbst zu heterogen sind.

6.2 Molekulare Determina nten, die das Beladen von RNAs in EVs
begiinstigen
Diespeifische Beladung von EVs mit RNAs, die fir therapeutische Zwecke genutzt warden k
ist ein vielversprechender Ansdiir die Medizin fathivanan& Simpsor2010, Thakuet al.
2014). Wie obenschonmehrfach erwdhntgeltenEVdn der Theorie als perfeki€andidaten fur
den medizinischeifransport von Biomolekilen. Sie sind endoggmnachnicht immunogen,
und kdnnen sehspezifisch adressiert werdédeppeseret al. 2019). Die spezifische Verpackung
dieser Biomoleklle muss jedoch vorab optimiert und kes®rstanden werden. Bisher konnte
noch kein allgemein giger Mechanismus gefunden werdeedpch konnten bishemehrere
StudienMechanismen fiir die selektive Freizung spezifischer RNAs beschreilfi@atagov &
Kurochkin 2013, VillarroyBeltriet al. 2014, Santangelet al. 2016, Shurtlefet al. 2016, Groot
& Lee 2020).

Unter der Annahme, dass der RIBfogeneseweg die Exérmittelte Verpackung beeinflussen
kann, wurden verschiederexpressionskonstrukte entworfenafinter ein Konstrukt, welches

reprasentativ fir allePolymerase Hiranskribierten RNAsist (Pol lll-U6term) sowie ein
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Konstrukt, welches fragmentiertmRNAsni t i n t-Emdedder sSnREAs (auRer U6 snRNA)
reprasentiert (Pol {U1-3'box) und eines, welches intakte mRNAs reprasentiata die so

exprimierten RNAsine m'G-Kappeund einenPoly(A)}Schwanzxaben (Poll-poly(A)).

Eskonntegezeigt werdendass sowohl in der relativen als auch in der absoluten Quantifizierung
die von der Polymerase Hiranskribierten Transkripte im Vergtdi zu Polymerase -II
transkribierten Transkripte effizienter in EVs geladen wurd@aearelativenKonzentrationen der
Polymerase {transkribierten Transkripte mit Poly(AYSchwanz waren am niedrigsten
(Abbildung 16. Diesspiegeltdie aktuelle Literatuigerau wider. Die urspriingliche Annahme,
dass RNAs einer der Hauptbestandteile von EVs sind, wurde kurzlich durch mehrere quantitative
Studien in Frage gestellEhevilletet al. 2014, Wei et al. 2017, Albaneseet al. 2021).

Um die Ergebnisse der transient expierten RNAs auf endogener Ebene zu verifizieren,
wurden vierendogeneRNAs (¥ RNA U1snRNAU6 snRNAInd GAPDH mRNAuantifiziert

Die Auswahl der vier RNAs erfolgd@hand mehrerer Parameter.udh einenanhand der
Polymerase, die sie synthetisiemd zum andererufgrund des daraus resultierendenrEhdes.

Y1 RNAund U6 snRNAvurden ausgewéh]tda sie beide von deRNAPolymerase Il generiert
werden, sichdennochin ihren 5-Endenunterscheiden § -Triphosphatund y-monomethyt
Phospha) (Kéhnet al. 2013, Singhet al. 1989. Des Weiteren wurden di&J1 snRNAInd die
MRNA von GAPDH ausgewahlt, da sie vonRiAPolymerase |l transkribiertverden, aber
unt er s c hiEmdenlkCGKhppebZwv: MGKappe)s o wi-EnckerB @ -OHGruppe bzw.
Poly(A)Schwanz) aufweisen.

Es konnte in diesem Experiment gezeigt werakasglie U6 snRNA im Vergleich zu den anderen
RNAsN vier der funf Zelllinien mit mehr als 1 Molekul/Bm haufigsten vorkm (Abbildung

19B). Firdie Y1 RNAund Ul snRNA konnten ahnliche Mengen ermittelt werd@rdl - 1
Molekil EV) Fur die GAPDH mRNA konnten Mengen von ca. 1 MolekUl/EV ermittelt werden,
wobei in den EVs, stammend aus HEK26Iken, ein Wert von 6,8 Molekilen/EV detektiert

werden konnte.

Die hier ermitteltenErgebnissn stimmen generell mit den Ergebnisseer Studie vor\Wei et

al. (2017) Uberein. In dieser Studie konnte gezeigtwerfdendass = 1 Mol ek Ul
Fragmentenmit EVs assoziiert sindriirY RNA und Ul snRNAragmente gebn sie Mengen
vonetwa 1 Molekul pro EV an (Wetial. 2017).

Aufgrund des recht hohen und konstanten Vorkommeles U6 snRNA iallen flnfZelllinien,

schent sie ein geeigneter Kandidati r E¥RNAHopskeepingsen'zu sein
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Ein weiterer entscheiderad Faktor wenn es um die allgemeine Charakterisierung von RNAs aus
EVs geht, ist die GroRdie mit dem Bioanalyzer analysiente EVRNAProfile aus flnf
verschiedenen ZellliniefAbbildung 18(¢ zeigen sehr ahnliche RNRrofile mit einer GroRRe
zwischen 25 500 nts (Peak b&100 nts). Um zu zeigen, dass kleinere RNAs bevorzugt in EVs
geladen werden, wurden funf Expressionskonstrukte entworfen, die fiunf RNAs
unterschiedlicher Lange produzieren. Es ist eine klare Praferenz fie IR&ids zu erkennen
(Abbildung 17. Dies iskonsistent mit naturlictvorkommenden EARNAswelche sich in einem
GrolRenbereich von 200 ntsbefinden(Turchinovictet al. 2019).

Die Frage, warum kleine RNAs bevorzugt in EVs sezerniert werden, konnte einerseits damit
beantwortet weiden, dass EVs einen Entsorgungsweg darstellen, bei derrRiymente in EVs
verpackt werden oder andererseits, dass innerhalb des Vesikels einfach nicht genug Platz fur
groRere RNAVolekile ist(Mosbachet al. 2021).

Einige Studien konnten sequenzspezifesc Beladungsmechamsen fir RNAs in EVs
beschreiben. erbei wurde meistens die GesaRINA aus isolierten EVs vollstandig sequenziert

und anschlieRend angereicherte RNative bioinformatischidentifiziert.

Da sich die meisten dieser Studien ausschlieRacf miRNAs beziehen, wurde in der
vorliegenden Arbeit einin vivo SELEX mit drei verschiedenen Expressionsplattformen
durchgefihrt.Beim SELEX handelt es sich um eine Methode zur spezifischen Selektion. Bei dem
klassischen SELEXperiment wird zu Anfangin DNAPool mit zufalligen Sequenzen mit einer
Lange zwischen 20 und 100 Nukleotiden synthetisiert. Diese zufélligen Sequenzen werden von
konstanten Sequenzen flankiert (konstante Regionen), welche zur Detektion und PCR
Amplifikation erforderlich sindm Falle eines RNBELEXs muss der DR@ol zuerst durch eine
T7-Transkription in RNA umgeschrieben werden. Danach erfolgt eine Selektionshendir

die RNA una.B. ein Proteimiteinander inkubiert werdenDurch anschlieBende Aufreinigung

des Proteinsund den daran befindlichen RNAs kommt es zur Selektion der.RDiUAsh
Freisetzung der gebunden RNAs v&rotein einer reversenTranskription in cDNA sowie
anschlielender PGRmplifikation, wird ein neuer Ausgangspool geschaffen. Durch
Wiederholung dieseSchritte kommt es zur spezifischen Anreicherung der RNAs, die spezifisch
mit dem Proteininteragieren. AnschlieRend kann eine LibrBraparation, Sequenzierung und
bioinformatische Analyse folgen (Urakal. 2016, Ellington& Szostak 1990, Klug & Fawkil

1994, Tuerk& Gold 1990)Druch das SELEEXperiment sollte erreicht werden, dass nicht nur

Pol l¥Transkripte sondern auch die haufiger vorkommenden PolTidnskripte spezifisch

analysiert werden kdnnen. Des Weiteren diente die Verwendung von &ainsixprimierten
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Transkripten dazu, einen spezifischen Mechanismus fir das Beladen von synthetischen RNAs in

EVs zu identifizieren.

SnRNA U1 m
SnRNA U6 ii jz
YRNA1 R

GAPDH mRNA @

P

( )
W

RNA-Pol 1I- RNA-Pol liI-
Transkripte Transkripte
ldngere RNAs kleinere RNAs

Abbildung23. Molekulare Determinanten, die das Beladen von RNA in EVs begtinstigen
Schematische Zusammenfassung der Parameter, die das Beladen von RNA in EVs begiinstigen, darunter die Ldnge

sowie die Abhdngigkeit von der exprimierenden RNA-Polymerase (Mosbach et al. 2021, Abbildung modifiziert).

Es konnte jedoch fiir keines der Expressionskongtrekte spezifische Sequenzanreicherung
gefunden werderfAbbildung 15. Dies kdnnte zum einen an dem experimentellen Aufbau liegen
und zum anderen daran, dass nur eine SHRXe durchgefuhrt wurde. Es ist vorstellbar, dass

zu einem Selektionsschritturch die Klonierung der N48equenz irden Vektor kam, bei dem

ein Teil der Sequenzvarianz verloren ging. Des Weiteren ist es moglich, dass auch die
Transfektion der Plasmide sowie die Transkription der RNAs in der Zelle unterschiedlich effizient
waren. Da diegewonnene ENRNAMenge sehr gering war, war es nicht umsetzbar, mehrere
SELERunden durchzufihrenveshalb es am besten ware, die natirlich vorkommenB

RNAs direkt zu analysieren und nach spezifischen Anreichesnag suchen.

Des Weiteren konnte alveauch die Verwendung vier unterschiedlicher Sequenzen mit einer
definierten Lange von 79 und 80 Nukleotiden zu keiner unterschiedlichen Beladungseffizienz
fuhren Abbildung 23. Dies legt nahe, dass es keinen allgemeinen nur sequenzspezifisch
Beladungsrmachanismus gibt. Neben der reinen Sequenzabfolge konnten zusatzlich auch

Sekundarstruktuen sowie Modifikationen eia entscheidende Rolle spielen

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass kurzere und vor allem Polymerase Il

transkribierte RNAs haufigen EVs verpackt werden (zusammengefasgtbbildung 23 und
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dass in den hier vorliegenden Experimenten keine sequenzspezifische Abhangigkeit detektiert

werden konnte.

6.3 Nur g eringe RNA-Menge n sind mit EVs assoziiert

Da sich EVs in den letzten Jahremalses, zukunftstrachtiges Themarhuskristallisiert haben,

hat die Anahl der Berichte tber Nukleinsauren in EVs zugenommen. Die Identifizierung neuer
RNASubtypen in EVs basiert grof3tenteils auf den fortschreitenden und zunehmend sensitiveren
SequenziarngsmethodenSo konnten verschiedene RI$fiezies in EVs umfassend identifiziert
werden. Zu diesen RNBpezies gehoren hauptsachlich nigbdierende RNAs wie miRNAs,
INcRNAs, snoRNAs, tRNAs, rRNiRNAs, RNAs und circRNABréulReret al. 20018 No | t e - ' t
Hoenet al. 2012 Turchinovichet al. 2019 OBrienet al. 2020. Dartber hinaus wurden auch
MmRNAFragmente sowie funktionell aktive mRNAs in EVs nachgewi@sene(et al. 2015
Vojtechet al. 2014 Valadiet al. 2007).

Viele $udien fokusiertensich auf miRNA@eet al. 2021, Yanet al. 2019 Mu et al. 2021, Goet
al. 2020, Ozawaet al. 2020, Mizohataet al. 202}, Liet al. 2015 GarciaMartin et al. 2022, da

lange angenommerwurde, dasssie besonderstarkin EVs angereichert sind.

In den ldzten Jahren wurden jedoch die ®&tnhen lauter, die annehmen, das®NAs,
insbesondere miRNAs, in EVs weniger haufig vorkommen als zunachst angen(@iaetiet
et al. 2014, Weiet al. 2017, Albaneset al. 2021, Mosbactet al. 2021) Stattdesserkonnte
gezigt werden, dassniRNAs als stabile extrazellulare RNAsiaghtvesikularen Fraktionen
auftreten (Jeppeseret al. 2019).Durch Studien die E&ssoziierteRNAsabsolut quantifizierten
konnte gezeigt werderdass nur sehr wenige Molekile pro Egshanden sd (Chevilletet al.
2014, Wekt al. 2017, Albaneset al. 2021) Das geringe Vorhanden sdiazieht sich nicht nur
auf miRNAs, sondern auch auf andereds¥oziierte RNSpezies. Dabei spielt &sine Rolle,

ob es sich um endogene RNAs handelt aditels Reporterkonstruktiperexprimierte RNAs

Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente konnte, basierend auf der Messung von
absoluten Kopienzahlen spezifischer RNanskripte, sowohl nach Uberexpression von
Transkripten als auch endogeneNA&s (U6 und U1l snRNAs, Y1 RNA, GAPDH mRNA) und durch
den Vergleich von EVs aus funf verschiedenen Zelllinien, eindeutig gezeigt werden, dass die RNA
Ladekapazitat von EVs auf eine geringe Anzahl vonNRNekilen beschrankt ist. Auch die
Detektion van RNAAptameren mittels Fluoreszenz gelang nicht, da vermutlich die Menge an
RNAAptameren pro Vesikel zu gering wébpildung 23. Da dies die Anwendung von EVs als

Transportsystem einschrankt, ware es sinnvallternativ neben den hier verwendeten

82



Diskussion

Expressiogplattformen (CMY und U6Promoter) auch andere Expressionsplattformen und

andere Zelllinien zu evaluieren.

Diese Ergebnisse spiegeln den sich vollziehenden Wandel auf dem GeB#RINAForschung
wider. Die anfanglicheAnnahme, dassrerschiedeneRNAs ifisbesondere miRNAS) in EVs
angereichert sindnussneu betrachtet werdenEntweder sin(RNAswur mit EVs assoziiert oder

sie sind nuin geringem Umfang in E¥sffindbar.

Der Grunddafir liegt vor allem in den verbesserten Isolationsmethoden. Es koninigdeatig
gezeigt werden, dass es eine direkte Korrelation zwischen déwE®inigungsmethode und
der RNAAusbeute gibt (Buschmarat al. 2018). Dies deutet darauf hin, dass frilhere Ergebnisse
durch RNAKontaminationen verfalscht wurden und sie nicht #irenit in EVs verpackten RNAs

zusammenhangen.

Wahrend in den Anfangen der E2drschung die differentielle Ultrazentrifugation die Methode
der Wahl war, werden heute Kombinationen mehrerer Methoden bevorzugt (Tdtery2018).
Dies wirkt zumindest teilwiee der Cdsolation von freizirkulierenden RNAs und Rdiddenden
Proteinkomplexen entgegen. Dies hat jedoch den Nachteil, dags einer geringeren RNA

Ausbeute kommt (Kowait al. 2016, Jeppessett al. 2019).

Neben der Annahme, dass-&%soziierte RAs gréf3tenteils immneren vonEVs zu finden sind,
besteht die Mdéglichkeit, dassichNukleinsauren an der Oberflaclen E\& befinden kdnnen.

In einigen wenigen Studien wurddiMOberflach@-assoziierte DNg\und ihre Funktionen im
horizontalen Gentransfe der Induktion von Autoimmunitat undder zellularan Aufnahme
untersucht(zusammengefasst Buzast al. 2018). Es ist denkbar, dass auch RNAs, welche sich
auf der Oberflache von EVs befind@hnliche Funktionen habern einer Studie voflynnet

al. (2021) konnte gezeigt werden, dasdekne nicht kodierende RNAs die mit N-Glykanen
modifiziert sind, auf der Oberflaiche lebender Zelleru finden sind. Diese so genannten

» Gl yCORNAS" sind mit Sialinsaure und Fucose
Zelltypen und S&ugetierarten sowie in kultivierten Zellen gefunden werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die auf der Zelloberflache vorhandenen GlycoRNAs mdsRiiAAntikorpern

und SigledRezeptoren interagieren kénnen (Flygal. 2021).

Es ware dnkbar, dass solche GlycoRNAs auch auf der Oberflache von EVs vorsiaddda
die E¥Membran der Zellmembran &hnelt. Des Weiterenast bekannt, dass EVs durdas
Andocken an eine Zielzelle ngehiedene Signaltransduktioredgkaden auslosen konnekwdk
etal. 2021, Gurunget al. 2021). Es waredenkbar dassauchGlycoRNAs an solchen Mechanismen
beteiligt sind
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6.4 Integritat von EV -RNA

Auch die Frage nach der Integritéat der in EVs enthaltenen RNAs muss gestellt vwerdelen
Studien, die Sequenzierurdgten von EMssoziierten RNAgeigen findet man vermehrt
Hinweisedarauf, dass es sighdtenteilsum RNAFragmentéhandelt Dies bezieht sich in erster

Line auf mMRNA$@atagov & Kurochkin 2013

Umexperimentell zwntersuchenob die in der Arbeit ntersuchteGAPDHnRNAfragmentiert

bzw. in voller Lange in EVs vorliegt, wurdenschiedene Prier fur die reverse Transkription
verwendet. Zum einen RandehtexamerPrimer, die an jede RNA&equenz imden kdnnen, zum
anderen Olig@t) Primer, die spezifidt nur an Areiche Regionerbzw. an einen Poly(A)

Schwandinden.

Anhandder RFPCR irAbbildung 20war zu erkennen, dass die aus Zellgammende GAPH
MRNA keinen Unterschiezdlvischender reversen Transkription mit Randedexameroder
Oligddt) Primernzeigte. Im Gegensatz dazu zeigtie EVRNA einen deutlichen Unterschied.
Das Signales dtAnsatzesvar deutlich schwacher.iBs konnte in zwei verschiedenen Zelllinien
(ES2-Zellen sieheAbbildung 2Q HEK292Z ellen Daten nicht gezeigt)eobachtet werdenDies

ist einHinweis darauf, dass die GAPDH mRM&che sich in EVs befindatcht intakt ist da
aufgrundeinesnicht vollstandigen Poly(Achwanzes, die reverse Transkription ineffizienter
war. Des Weiteren istudfallig, dasACTBNn der EVRNA in kiden Zellliniemicht detektiert
werden konnte (Daten fur HEK2Z&llen nicht gezeigt)

Die oben genannten Ergebnisse als auch die Ergebnissgblaltdung 2@ deuten darauf hin,

dass dieGAPDHnRNAstammend aus E\&ds verkirzte Version vorliegt, abacht nachweisbar
fragmentiert ist.Dies fiihrt zu der Uberlegung ob lediglich der Pokg&)wanz und die mRNA
typische Kappe fehlen. Um dies weiter zu evaluieren, wére eine Sequenzierung des gesamten

Transkripts notwendig.

Es ware denkbar, dass unvollstiggelmRNAdurch das Verpacken in Edstsorgt werden Dies

wuirde zu defFunktion passen, die valohnstoneet al. (1987) beschrieberwurde.

6.5 EV-Beladungsstrategien

Fur das Einbringen von RNAs in EdMsnenzwei Strategierverwendetwerden. EVs kénnen
entweder direkt nach der Isolierundurch Elektroportion, Biokonjugation oder ClieRhemie
modifiziertoder mit Biomolekllen beladewerden post-isolation engineering) oder durch die
EVfproduzierende Zellep@rental cell-based engineering) (Sabanoviet al. 2021, Jafariet al.
2020).
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In der vorliegenden Arbeit wurden die RNAs durch diepiduzierende Zelle in die EVs
eingebracht. Hierbei wurde eine RNA mittels Plasmid in dddiSprungszelle Gberexprimiert,

was zu einer erhéhten RN€onzentration im Zytopsma der ZelleQollinoet al. 2017)und zum
anschlieRenderansferder RNAs irdie EVdihrte. Das Vorhandenseider Uberexprimierten

RNAs in die EVs konnte anschlieRentiedsiRTPCR verifiziert werden i€ gelang ausnahmslos

fur alle verwendeten Repterkonstrukte (vglAbbildung 13, 16, 1721 &22). Diese Methode

hat jedoch denNachteil, dass die Menge an RNAs, welche irEdle eingebracht wd, nicht
spezifisch kontrolliert werdendan Des Weiteren legt dieser Beladungsmechanismus die
Vermutung rahe, dass EVs wie friiher lange angenommen, auch dazu dienen tberflissige RNAs

aus der Zelle zu transportieren.

Andere Methoden, diaglie EVproduzierende Zell@wutzen um therapeutische mRNAs in EVs
einzubringensind z.B. dagX0Osomal transfer into cells (EXOticYevices bestehend aus CD63

L7Ae, ein archaisches ribosomales Protein,dasaBak€ / D i n der 3' untrans|l
einer beliebigen RNA&truktur binden kann, Cx43 S368#t¢solic delivery helper) und RVG

Lamp2b fargeting module) (Kojimaet al. 2018 oder RNAbindendeProteire wie HUR. In einer

Studie von Lkt al. (2019 wurde HIR an das @rminale Ende von CD9 fusioniert, um im
exosomalen Lumen lokalisiert zu werden. Die Bindung anl3BRund die gleichzeitige
Lokalisierung des HdRoduls im Inneren der Exosomen flhrten dazu, dass-16IRin die

Exosomen geladen wurdeDiese Méhoden bieten gezieltere Vorgensweisen flr das

spezifische Beladen von EVs.

6.6 Fazit/ Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eiflsdationsnethode etabliert werden konnte,

die eine ausreichende Menge an EVs mit ausreichender Qualitat aufréileigénder Qualitat

und der Quantitatwurde darauf geachtet, dass die Handhabbarkeit sowie der Zeitaufwand

angemessen sind.

Es konnte gezeigt werden, dass kleinere Rxdkskripte als auch Polymerasetdinskribierte
RNAs, weloh transient exprimiert weden, haufiger in EVs verpackt werden. Des Weiteren
konnte festgestellt werden, dass dies auch tendelhfir endogene RNAs zutrifftor allem die

U6 snRNA konntén vergleichbar grof3er Mengde allenfuinf Zelllinien nachgewiesen werden.

Entgegender Ewartungen konnte kein spezifisches RMAtiv identifiziert werden. Dies

entspricht nicht der aktuellen Literatur, da hier deutlich gezeigt werden konntes @
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zumindest fur miRNAs RMotive gibt, die das Beladen von RNAs in EVs beglnstigen (Garcia
Martin et al. 2022).

Da eines defZiele der vorliegenden Arbeitie Optimierung bzw. die Charakterisierung von
molekularen Determinanten war, die das Beladen von EVs mit RNA verbessern oder
beginstigen, ist eanglinstig dass kein RNKotiv identifiziert werden konnte. Mittels solch

einer Sequenz hatten vor allem RNAs in EVs eingebracht werden kodnnen, die einen
therapeutischen Effekt induzieren, jedoch durch bestimmte Faktoren (z.B ihre GroRRe) eher
schwieriger in EVs zu verpacken sind. Auch fur das EinbrirgermRNA, welche fir ein

spezifisches Protein/Antigen etc. kodiert, wére es sehr nitzlich gewesen.

In einer kirzlich veroffentliden Studie von Garcislartin et al. (2022) konnten fir flnf
verschiedene Mauszelllinien jeweils spezifische Motive identifisierden, die entweder das
Verpacken von mRNAsin EVs(EXOmotif) oder den Verbke in der Zelle (CELLmotif)
begiinstigen. Was die Verrtung nahe legt, dass diese Mativauch fir andere RN8pezies
vorhanden sindDes Weiteren konmin der Studie gezeigterden, dassir jede Zelllinie eigene
Motive vorhanden sind (Garchartin et al. 2022), was darauf hindeutet, dass es vermutlich
keinen allgemeingtiltigen Mechanismus gibt, sondern unterschiedliche Proteine an diesem

Mechanismus, abhéangig von der jewatligZelllinie, beteiligt sind.

Nichtdlestotrotz ist das Wissen daruber, dass vor allem kleinere RNAs und Polymerase Il
transkribierte RNAs effizienter in EVs verpackt werdean Vorteil, da solche RNAs

regulatorische Funktionen in der Zielzelle erfillémhen.

Um EVsgenerell fir die medizinische Therapie nutzen zu koénnen, muss meémer
Hochskalierbarkeit deProduktion auch das spezifische Beladen mit Nukleinsduren, Proteinen
etc. verbessert werden. Hierbei gibt es viele Fragke adressiert werdemissen. Wie viele
RNAMolekiile befinden sich nach spezifischer Beladung mit synthetischen RNAs tatsachlich im
EV? Bleiben die transportierten Molekile intakt? Auf3erdem muse stabile

Reproduzierbarkeit gewahrleistet sein.

In Bezug auf mRNAs, muss diage gestellt werden, ob auch gréRere RMglekile von
mehreren Kilobasen in EVs effizient verpackt werden kdnnen. Die Frage nach der maximalen
Ladekapazitat von EVs muss geklart werden. Des Weiteren mussiziengffler passiven und
aktivenBeladung vorRNAs in EVs thematisiert werden. Neben dem spezifischen Beladen, also
dem Einbringen von Molekilen in EVs, ist auch die Frage wichtig, ob es mdglich ist, Molekile

wahrend derBiogeneseselektiv aus EVs auszuschlie3en.
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All diese Fragen mussen geklart wendieevor EVs in Zunkunfow allemin denBereiche der
regenerativen Medizin der Diagnostik, des Transports von Biomolekilen undder

Immunisierunggenutzt werden kdnnen
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