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Sehr geehrte Damen und Herren,  

hiermit übersende ich Ihnen den Abschlussbericht zu unserem von Ihnen geförderten Projekt „Entwicklung eines 
Multiplex-Mikroskopieverfahrens zur Detektion extrazellulärer Vesikel-basierter Biomarkersignaturen in der 
Krebsdiagnostik“. 

Wir möchten uns herzlich bei der Hamburger Krebsgesellschaft e.V. für die Unterstützung bedanken, die es uns 
ermöglicht hat, dieses Projekt durchzuführen. Ihre Förderung war entscheidend für unseren Fortschritt. 

Den vollständigen Projektabschlussbericht finden Sie in der Anlage. Für Rückfragen stehe ich Ihnen gerne zur 
Verfügung und freue mich auf Ihre Rückmeldung. 

Mit freundlichen Grüßen, 
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Einleitung 

Die derzeitigen Methoden zur Krebsdiagnose, wie z.B. Biopsien, sind oft invasiv und nicht immer möglich1. Die 
Flüssigbiopsie bietet eine weniger invasive Alternative, allerdings bestehen derzeit noch technische Herausfor-
derungen bei der spezifischen Detektion von Biomarkern2. 

Extrazelluläre Vesikel (EVs) sind stabile Membranstrukturen, die von allen eukaryotischen Zellen produziert wer-
den und in allen Körperflüssigkeiten nachweisbar sind3,4. Ihre Bedeutung in der Krebsdiagnostik nimmt zu, da sie 
spezifische molekulare Signaturen ihrer Ursprungszellen in Form von Proteinen und microRNAs (miRNAs) tra-
gen5,6. Diese Signaturen bieten einzigartige Möglichkeiten, die Pathogenese und Aktivität von Tumoren vorher-
zusagen7–9. Dabei ist die superhochauflösende Mikroskopie ist die Methode der Wahl für die genaue Charakte-
risierung von EV-Populationen, da sie eine detaillierte Visualisierung und Analyse einzelner extrazellulärer Vesi-
kel ermöglicht, die mit konventionellen Methoden nicht erreicht werden kann10,11. Diese Technologie erlaubt die 
genaue Charakterisierung von EV Biomarkern in ihrem physiologischen Kontext auf Einzelpartikelebene. 
Dadurch wird eine genauere Differenzierung von EV-Subpopulationen und eine deutlich erhöhte Spezifität und 
Sensitivität in der Biomarkerdiagnostik erreicht. 

Ziele 

Im Rahmen der Projektförderung wurden neue superhochauflösende Mikroskopiemethoden entwickelt und 
etabliert, die es ermöglichen, in nachfolgenden präklinischen Studien die zelltypspezifische Heterogenität von 
EV-Populationen auszunutzen, um spezifische Biomarkersignaturen zu identifizieren. 

Das Projekt umfasst drei wesentliche Arbeitspakete (AP): - AP1: Gerichtete und ungerichtete Anreicherung von 
EV-Populationen über Oberflächenproteine. - AP2: Entwicklung einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-
Methode zur Detektion spezifischer miRNAs in EVs. - AP3: Test der Übertragbarkeit auf verschiedene Bioflüssig-
keiten und Anpassung für Biomarkerstudien. 

Ergebnisse 

Im Arbeitspaket 1 konnten wir nach Etablierung der ungerichteten Immobilisierungsmethode am Beispiel des 
Prostatakarzinoms die multiplexe Detektion von Biomarkern durch EVs erfolgreich demonstrieren. Hierfür wur-
den, in Kooperation mit Prof. Gunhild Amsberg, EVs von vier verschiedenen Prostatakarzinom-Zelllinien verwen-
det. Zwei dieser Zelllinien gelten als therapieresistent. Als proof of concept wurden 2 gängige Prostatakarzinom 
Biomarker, Tumor-assoziierter Calcium Signal Transducer 2 (Trop2) und Androgenrezeptor (AR), auf den isolier-
ten EVs detektiert. In einem ersten Validierungsschritt wurden die EVs der jeweiligen Krebszellen ungerichtet 
auf Glas immobilisiert und anschließend der krebsspezifische Marker Trop2 in Kombination mit den beiden EV-
spezifischen Markern CD63 und CD81 detektiert (Abbildung 1A). Dabei konnte die multiplexe Biomarkersignatur 
der jeweiligen Krebs-EVs dargestellt und die Anwesenheit von Trop2 auf den EVs erstmals bestätigt werden, in 
ca. 20-30% aller EVs konnte Trop2 nachgewiesen werden. Bei der qualitativen Analyse der Ko-Lokalisation des 
Trop2-Biomarkers mit den EV-Biomarkern CD63 und CD81 konnten keine Unterschiede zwischen therapieresis-
tenten und nicht therapieresistenten Krebs-EVs festgestellt werden. Bei genauerer quantitativer Betrachtung 
der Signalintensitäten der verschiedenen Biomarkerkombinationen konnte jedoch eine Biomarkerkombination 
identifiziert werden, die eine Differenzierung der therapieresistenten EVs ermöglicht (Abbildung 1B). So ist die 
Trop2-Signalintensität von EVs, die ausschließlich Trop2- und CD81-positiv sind, für EVs von therapieresistenten 
Zellen ca. 2-3fach höher. Diese Beobachtung unterstreicht die Leistungsfähigkeit der Multiplex-Biomarkerana-
lyse, die durch die parallele Betrachtung mehrerer Biomarker eine präzisere Aussage ermöglicht. 
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Ein weiterer Aspekt zur Verfeinerung der Multiplex-Biomarkeranalyse bestand darin, das Innere der EVs für die 
Analyse zugänglich zu machen, um die Anzahl potentiell messbarer Biomarker zu erhöhen. Zu diesem Zweck 
wurde ein Permeabilisierungsverfahren entwickelt, das die Membran der EVs perforiert, ohne die Gesamtstruk-
tur der EVs zu beschädigen (Abbildung 2). Dazu wurden die EVs mit einem Tetraspanin-Cocktail und einem lipo-
philen Farbstoff dargestellt und anschließend ARs mit und ohne Permeabilisierung der EV-Membran angefärbt. 
Damit konnten erstmals AR in EVs nachgewiesen werden und es wurde deutlich, dass eine Permeabilisierung 
notwendig ist. Durch sie war es möglich, den AR im Inneren der EVs anzufärben, was zu einer mehr als fünffachen 
Zunahme der AR-positiven EVs führte, was darauf hindeutet, dass die Permeabilisierung erfolgreich etabliert 
werden konnte. 

 

 

Abbildung 1: (A) Darstellung des Multiplex-Bio-
marker-Kolokalisationsprofils von EVs aus thera-
pieresistenten (PC3-DR und 145-DR) und nicht 
therapieresistenten (PC3 und LN-CaP) Krebszell-
linien. Mikroskopisch wurden die drei Biomarker 
Trop2, CD63 und CD81 untersucht. (B) Quantita-
tive Analyse der Trop2-Signalintensität bei ver-
schiedenen Biomarkerkombinationen mit CD63 
und/ oder CD81. 

Abbildung 2: Darstellung des Multiplex-Bio-
marker-Kolokalisationsprofils von Prostata-
krebs-Zelllinien EVs. Mikroskopisch wurde 
der Biomarker AR untersucht. Zur Darstel-
lung der EVs wurde ein lipophiler Pan-EV-
Farbstoff und ein Anti-Tetraspanin-Antikör-
percocktail (bestehend aus CD9, CD63 und 
CD81) verwendet. Die Färbung und mikro-
skopische Analyse erfolgte zu Kontrollzwe-
cken mit und ohne Permeabilisierung.  
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Der zweite Aspekt, unter dem die EV-Multiplex-Biomarkeranalyse verfeinert werden soll, ist die Immobilisie-
rungsstrategie. Obwohl die bereits etablierte ungerichtete Immobilisierungsstrategie den großen Vorteil hat, 
keinen Bias auf die EV-Population auszuüben, ist es für zukünftige Anwendungen von besonderem Interesse, die 
EVs bereits aufgrund ihrer Oberfläche vorzusortieren bzw. anzureichern. Dafür wurde eine modulare antikör-
perbasierte Immobilisierungsstrategie entwickelt, die eine individuelle epitopabhängige Immobilisierung von 
EVs ermöglicht (Abbildung 3A). Damit können in zukünftigen Anwendungen beispielsweise besonders seltene 
Biomarker vor der Analyse gezielt angereichert werden. Dazu wurde zunächst die optimale Konzentration des 
Beschichtungsmaterials für die Immobilisierung bestimmt, um eine dichte, homogene Beschichtung ohne uner-
wünschte Aggregationen zu erhalten (Abbildung 3B).  

 

 

 

 

 

 

 

In einem zweiten Schritt wurden zu Validie-
rungszwecken spezifische Antikörper gegen 
die EV-Biomarker CD9, CD63 und CD81 auf 
die Beschichtung aufgebracht, um eine ge-
zielte EV-Immobilisierung auf Basis vorhande-
ner Biomarker zu etablieren. Um eine erfolg-
reiche spezifische EV-Immobilisierung mikro-
skopisch nachweisen zu können, wurden an-
schließend EVs der Lungenkrebszelllinie A549 
auf die Oberfläche aufgebracht. Anschlie-
ßend wurden nicht gebundene EVs abgewa-
schen und die immobilisierten EVs mit Hilfe 
eines Antikörpercocktails bestehend aus CD9, 
CD63 und CD81 abgebildet (Abbildung 4). Es 
ist zu erkennen, dass sich die abgebildeten 
EVs (cyan) ausschließlich in der unmittelba-
ren nanometergroßen Umgebung des Immo-
bilisierungsmaterials (magenta) befinden, 
was auf eine spezifische Immobilisierung hin-
deutet. Diese Methode wird zukünftig auf 
weitere Biomarker übertragen und uns erlau-
ben, EVs mit seltenen Biomarkersignaturen 
gezielt anzureichern. 

Abbildung 3: (A) Schematische Darstellung der modularen Antikörperbasierten Immobilisierungs-
strategie (B)Übersichtsbilder zur Konzentrationsfindung der Beschichtungschemikalie. 

Abbildung 4: Mikroskopische Aufnahme mit sehr hoher Auflösung (hoher 
Zoomfaktor). Dargestellt sind das antikörperbasierte Beschichtungsmaterial 
(magenta) und EVs (cyan), die durch den Nachweis von CD9, CD63 und CD81 
markiert sind. 
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Im Rahmen des Arbeitspakets 2 wurden zwei verschiedene in-situ Hybridisierungsstra-
tegien zum Nachweis von miR in EVs entwickelt und getestet. Dazu wurden zwei ver-
schiedene Sondentypen verwendet: 5-Carboxytetramethylrhodamin-markierte Pep-
tid-Nukleinsäuren (PNA) und Fluorescein-markierte Locked-Nukleinsäuren (LNA). 
Beide Sondentypen wurden als Spezialanfertigungen hergestellt. Es zeigte sich, dass 
die LNA-Sonden im Vergleich zu den PNA-Sonden ein geringeres Hintergrundrauschen 
aufwiesen. Daher wurde die Methode auf Basis der LNA-Sonden weiterentwickelt. 
Dazu wurde die onkologisch relevante miR-574-5p in EVs der Lungenkrebszelllinie 
A549 detektiert. Basierend auf der ungerichteten EV-Immobilisierungsmethode aus 
Arbeitspaket 1 konnten durchschnittlich 73 positive EVs pro Aufnahme identifiziert 
werden, während die entsprechende Negativkontrolle durchschnittlich 14 Signale 
zeigte (Abbildung 5). Um die Spezifität der in situ-Hybridisierung weiter zu erhöhen, 
wird derzeit eine spezielle nicht-bindende Sonde synthetisiert. Sie wird es in Zukunft 
ermöglichen, die experimentellen Parameter in ihrer Stringenz so zu erhöhen, dass 
möglichst wenige falsch-positive Signale entstehen, während die miR-spezifischen 
Signale unverändert bleiben. 

In Arbeitspaket 3 wird die entwickelte Methode auf verschiedene Bioflüssigkeiten wie Plasma und Atemkonden-
sat angewendet, um Matrixeffekte zu identifizieren und das Protokoll für Biomarkerstudien anzupassen. Ziel ist 
es, die Anreicherung von klinisch relevanten Biomarkern zu gewährleisten und deren Nachweisbarkeit in ver-
schiedenen Körperflüssigkeiten zu optimieren. 

Im Rahmen des Arbeitspakets 3 konnte bestätigt werden, dass nach der Aufreinigung der EVs keine nennens-
werten Matrixeffekte auftreten und eine effiziente Immobilisierung gewährleistet ist. So konnten wir beispiels-
weise mit Hilfe der ungerichteten Immobilisierungsstrategie EV aus EBC und Plasma Immobilisieren und Charak-
terisieren. Eine weitere antikörperbasierte Methode (siehe Arbeitspaket 1), die ohne aufwendige Aufreinigungs-
schritte auskommt, wird derzeit etabliert und für verschiedene Bioflüssigkeiten validiert. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass durch die Projektförderung mehrere innovative Multiplex-Mikroskopie-
verfahren zur Analyse von EV-basierten Biomarkern erfolgreich etabliert werden konnten. Diese neuartigen Me-
thoden werden von uns bereits in zukünftigen Projekten eingeplant. Und finden beispielsweise bereits 
Anwendung in einem aktuellen Projekt zur erforschung potentieller EV-Biomarker in Ausatemkondensat von 
Lungenkrebspatienten. 

Abbildung 5: Darstellung der 
Signalintensität nach miR-
574-5p Detektion durch LNA 
Sonden in A549 EVs 
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