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Zusammenfassung  

Schmerz (Nozizeption) ist eine für den Menschen überlebenswichtige Sinneswahrnehmung. 

Bei neuropathischen Schmerzen liegt dagegen ein pathologisches Schmerzempfinden vor. 

Neuropathische Schmerzen entstehen über eine direkte Schädigung von Strukturen des 

nozizeptiven Systems selbst und präsentieren sich klinisch mit einer komplexen und 

heterogenen Symptomatik. Die aktuell etablierten Therapiemöglichkeiten sind häufig 

unzureichend, was einen hohen Leidensdruck für die betroffenen Patienten bedingt. Ein 

besseres Verständnis über die vielschichtigen und bis dato noch nicht vollständig erfassten 

Entstehungsmechanismen stellen eine Weiterentwicklung in Diagnostik und Therapie in 

Aussicht. Neue Erkenntnisse können an dieser Stelle über die Erforschung von extrazellulären 

Vesikeln gewonnen werden. Extrazelluläre Vesikel (EV) konnten als ein weiterer Mechanismus 

der Zell-Zell-Kommunikation im menschlichen Organismus identifiziert werden und wirken an 

vielen physiologischen wie auch pathologischen Prozessen mit. Es konnte gezeigt werden, 

dass sich die u.a. Proteinzusammensetzung (das Proteom) eines EVs im physiologischen und 

pathologischen Zustand der sezernierenden Zellen verändern kann. In dieser Arbeit werden 

in Ratten nach Induktion von neuropathischen Schmerzen nach dem Chronic-Constriction-

Injury Modell (nach Bennet et al.) Veränderungen in der quantitativen und qualitativen 

Zusammensetzung der extrazellulären Vesikel in Serumproben untersucht. Extrazelluläre 

Vesikel werden in einem mehrschrittigen Verfahren mittels Polyethylenglykol präzipitiert und 

durch eine Ultrazentrifugation weiter angereichert. Ein großer Teil dieser Arbeit wird die 

durchgeführte Methodenetablierung zur Vesikelisolation einnehmen. Es konnte gezeigt 

werden, dass die Konzentration und die Vesikelgröße in den beiden Versuchsgruppen 

unterschiedlich ist. Bei der hier verwendeten Methode zur Isolation kann, orientierend an den 

aktuell gültigen Leitlinien zur Erforschung von EVs, davon ausgegangen werden, dass EVs 

angereichert werden konnten. Die sich anschließende massenspektrometrische Proteomik-

Analyse bestätigt dies nicht und kann zudem keine differentiell regulierten Proteine 

identifizieren. Dies öffnet Raum für Diskussionen. Unerlässlich für die weitere Erforschung und 

perspektivisch späteren Einsatz in der klinischen Diagnostik ist die Etablierung einer 

verlässlichen, reproduzierbaren, einfach durchführbaren und kosteneffizienten Methode.  
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Summary 

Neuropathic pain is a pathological condition in pain sensation and arises from direct injury to 

components of the nociceptive system. Neuropathic pain is clinically characterized by complex 

and heterogeneous symptoms. Despite available multimodal treatments therapeutic efficacy 

remains limited. This highlights the need for a better understanding as for novel diagnostic 

and therapeutic approaches. Extracellular vesicles (EVs) are newly discovered key mediators 

of intercellular communication and have gained wide attention for their roles in both 

physiological and pathological processes. Notably, their proteomic profiles may reflect the 

state of the cells from which they originate. This study investigates changes in EV proteome 

composition in a rat model of neuropathic pain. Neuropathic pain is induced via Chronic-

Constriction-Injury (CCI). EVs were isolated from serum using a multi-step protocol 

involving polyethyleneglycol (PEG) precipitation and ultracentrifugation. Method 

development and optimization for EV isolation were a central component of the study. The 

results indicate differences in EV concentration and size distribution between experimental 

groups (Chronic-Constriction-Injury and Sham). Based on current consensus guidelines for EV 

research, the applied isolation method is widely distributed and considered to yield a 

successful enrichment of EVs. However, subsequent mass spectrometry-based proteomic 

analysis did not correlate these findings. In addition no differentially regulated proteins could 

be identified. Further investigation is needed. These findings highlight both the massive 

potential and the current limitations of EV-based biomarkers in neuropathic pain research. 

Establishing a reliable, reproducible, and scalable isolation protocol remains a critical step 

toward clinical applicability. 
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Abkürzungsverzeichnis 

AK  Apoptotische Körperchen 
ALIX  programmed cell death 6 interacting 

protein 
AMPA  α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid 
APOA1  Apolipoprotein A1 

APOA4  Apolipoprotein A4 
APOB  Apolipoprotein B 
APOC1  Apolipoprotein C1 

APOC2  Apolipoprotein C2 
APOC3  Apolipoprotein C3 

APOC4  Apolipoprotein C4 
APOE  Apolipoprotein E 

CCI  Chronic-Constriction-Injury 
CD63  cluster of differentiation 63 
CD9  cluster of differentiation 9 

Conc.  Partikelkonzentration 
CRP  C-reaktives Protein 

ddH2O  doppelt destilliertes Wasser 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 

ESCRT  endosomal sorting complex required for 
transport 

EV  Extrazelluläre Vesikel 

FDR  False Discovery Rate 
GABA  Gamma-Aminobuttersäure 

HDL  high density lipoprotein 
HSV  Herpes-simplex-Virus 

IASP  International Association for the study of 
Pain 

ICAM-1  Intrazelluläres Adhäsionsmolekül 1 

IDL  intermediate density lipoprotein 
ILV  Intraluminale Vesikel 

ISEV  International Society for Extracellular 
Vesicles 

LDL  low density lipoprotein 
lEV  large EV 
Max  Maximum 

mEV  Medium-sized EV 
Min  Minimum 

MISEV  Minimal informational standards for 
study of extracellular vesicles 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
MSE  Mean Square Error 

MV  Mikrovesikel 
MVB  Multivesicular Body 

n  Anzahl Messwerte 
NaCl  Natriumchlorid 
NMDA  N-Methyl-D-Aspartat 

NTA  Nanoparticle Tracking Analysis 
NVEP  Nicht vesikuläre extrazelluläre Partikel 

OP  Operation 
PAA  Polyacrylamid 

PBS  Phosphat buffered saline 
PEG  Polyethylenglykol 
PRS  Pfotenrückzugsschwellenwert 

PVDF  Polyvinylidendifluorid 
Q1  erstes Quartil 

Q3  drittes Quartil 
RIPA  Radio-Immunpräzipitations-Assay-Puffer 

RSV  Respiratorisches Synzytial-Virus 
SAM  Significance Analysis of Microarrays 
sd  Standardabweichung, Standardabweichung 

SDS  Sodiumdodecylsulfat 
SEC  Size Exclusion Chromatography 

sEV  small EV 
SNARE  soluble N-ethylmaleimidesensitive-factor 

attachment receptor 
SNI  spared nerve injury 
TBS-T  Tris-buffered saline with Tween 

TSG101  Tumor susceptibility gene 101 
UZ  Ultrazentrifugation 

VarK  Variationskoeffizient 
VLDL  very low density lipoprotein 

vWF  von Willebrandt Faktor 
X10  10. Perzentil 
X50  50. Perzentil 

X90  90. Perzentil 
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1 Einleitung 

Der Schmerz (Nozizeption) ist eine für den Menschen überlebenswichtige 

Sinneswahrnehmung. Die IASP (International Association for the Study of Pain) definiert 

Schmerz als eine “unangenehme sensorische und emotionale Erfahrung, die mit tatsächlichen 

oder möglichen Gewebeschädigungen auftritt oder geschildert wird“ [1, 2]. Neuropathische 

Schmerzen sind dagegen eine pathologische Schmerzform. Durch Schädigungen von 

Strukturen des nozizeptiven Systems können Veränderungen auf biochemischer, 

physiologischer, morphologischer und auch genetischer Ebene induziert werden und 

unangenehme Symptomatiken induzieren. 

Die Prävalenz von chronischen neuropathischen Schmerzen liegt in Europa bei 25 – 30% [3]. 

Trotz stetigem Fortschritt in Medizin und Forschung kann dieses Krankheitsbild oft nur 

unzureichend zufriedenstellend therapiert werden. Dazu kommt ein oftmals hoher 

Leidensdruck für die betroffenen Patienten.  

Für ein besseres Krankheitsverständnis ist es unerlässlich die zugrunde liegenden 

Mechanismen der Entstehung und Chronifizierung besser zu verstehen. Für die 

experimentelle Erforschung von neuropathischen Schmerzen wird auf Tiermodelle 

zurückgegriffen. Bis dato konnten Veränderungen auf molekularer und plastischer Ebene im 

nozizeptiven System identifiziert werden, die mit der Entstehung von neuropathischen 

Schmerzen assoziiert werden [4]. 

 

1.1 Nozizeption 

Der Schmerz (Nozizeption) ist eine für den Menschen überlebenswichtige 

Sinneswahrnehmung. Das nozizeptive System ein komplexes und vielschichtiges 

somatosensorisches System des menschlichen Organismus. Die Wahrnehmung von 

Schmerzen durch adäquate, d.h. für den menschlichen Organismus potenziell schädigende 

Stimuli warnt und schützt den Organismus vor einer drohenden oder stattgehabten 

Verletzung [4, 5]. Diese Reize werden von Schmerzrezeptoren, den Nozizeptoren, detektiert 

und über afferente Schmerzfasern in das Gehirn weitergeleitet [4, 5]. Das Empfinden von 

Schmerz und dessen emotionale Bewertung entsteht sekundär durch die Verarbeitung im 
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Großhirnkortex [4]. Nozizeptoren sind freie Nervenendigungen eines sensiblen Neurons und 

befinden sich in fast jedem Gewebe des menschlichen Körpers. Die höchste Dichte an 

Nozizeptoren gibt es in der Haut [6]. Nozizeptoren sind in der Lage mechanische, thermische 

und chemische Reize zu detektieren. Zum nozizeptiven System zählen die aufsteigenden 

nozizeptiven Fasern und die absteigenden anti-nozizeptiven Fasern, deren Zusammenwirken 

das nozizeptive System als Ganzes ausmacht [5]. Nozizeptoren können anhand ihrer 

Leitungseigenschaften in zwei Gruppen unterteilt werden. Die nicht myelinisierten und 

langsam leitenden Typ-C Fasern und die myelinisierten und schnell leitenden A∂-Fasern. 

Analog dazu können zwei verschiedene Schmerzerlebnisse unterschieden werden: Ein früher 

„heller“ Schmerz, welcher gut lokalisierbar ist (über schnell leitende A∂-Fasern weitergeleitet, 

wichtig für die Auslösung von Schutzreflexen) und ein darauffolgender später „dumpfer“ 

Schmerz (schlecht lokalisierbar, über langsam leitende Typ-C-Fasern weitergeleitet).  

Die aufsteigende nozizeptive Bahn gliedert sich in drei Neurone (s. Abb. 1). Das erste Neuron 

ist der Nozizeptor mit seinen freien peripheren Nervenendigungen in Haut und Organen und 

seinem  Zellkörper im Spinalganglion. Von dort verlaufen die Fasern über die Hinterwurzel in 

das Hinterhorn des Rückenmarks. Dort erfolgt eine Umschaltung auf das zweite Neuron. Die 

Fasern des zweiten Neurons kreuzen auf Segmentebene und verlaufen ab dort in den 

Vorderseitenstrangbahnen (Tractus spinothalamicus) zum Thalamus in die medialen und 

lateralen Thalamuskerne (Nucleus ventralis posterolateralis und die Nuclei intralaminares und 

centromedianus). Die Nozizeption des Gesichts weicht hiervon ab und erfolgt über den Nervus 

trigeminus. Fasern aus dem lateralen Thalamus haben ihr Ziel im primären und sekundären 

somatosensorischen Kortex (Gyrus postcentralis). Hier erfolgt die bewusste Wahrnehmung 

des Schmerzes. Fasern aus den medialen Thalamuskernen ziehen in das limbische System 

(Gyrus cinguli), hier erfolgt die subjektive Bewertung des Empfundenen. An den genannten 

Verschaltungsstellen kommt es entweder zu einer direkten Verschaltung oder die 

Verschaltung erfolgt über modulierende, meist hemmende Interneurone. Der erregende 

Transmitter der direkten Verschaltung ist Glutamat, welcher AMPA- und NMDA-Rezeptoren 

an der postsynaptischen Membran aktiviert. Die hemmenden Transmitter der Interneurone 

sind GABA und endogene Opioide (Endorphine), welche Opioid-Rezeptoren an der prä- und 

postsynaptischen Membran aktivieren. [5, 6] 
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Abb. 1: Die Anatomie des nozizeptiven Systems [6].  
Dargestellt auf der linken Seite die aufsteigende nozizeptive Bahn und auf der rechten Seite die absteigende 
anti-nozizeptive Bahn (übernommen mit Genehmigung des Thieme-Verlages aus Schüncke, M., et al., 
Prometheus: LernAtlas der Anatomie (4., überarbeitete und erweiterte Auflage) 2015) 

 

Die absteigende, anti-nozizeptive Bahn dient der Schmerzhemmung (sog. deszendierende 

Hemmung). Diese Bahn gliedert sich ebenfalls in drei Neurone (s. Abb. 1). Das erste Neuron 

liegt im Mittelhirn (periaquäduktales Grau). Dieses wird von Afferenzen aus verschiedenen 

Regionen des Gehirns angesteuert, wie dem limbischen System, dem präfrontalen Cortex oder 

dem Hypothalamus. Die Fasern des ersten Neurons ziehen in den Hirnstamm, wo sie im 

Nucleus raphe magnus (Transmitter: Serotonin) und im Nucleus caeruleus (Transmitter: 

Noradrenalin) umschalten. Von hier aus verlaufen die Fasern in das Rückenmark und 

verschalten dort auf direkt oder indirekt schmerzhemmende Fasern. Direkte 

schmerzhemmende Fasern ziehen direkt zu den nozizeptiven Synapsen und reduzieren dort 

deren Aktivität (Transmitter: Serotonin). Indirekt schmerzhemmende Fasern ziehen zu 

hemmenden Interneuronen, die im Hinterhorn des Rückenmarks liegen (an der 

Umschaltungsstelle auf das zweite Neuron der nozizeptiven Bahn) und aktivieren diese 

(Transmitter Noradrenalin). Die Aktivierung der hemmenden Interneurone (Transmitter: 

GABA, endogene Opioide) führt an dieser Stelle zu einer Unterbrechung der 

Schmerzweiterleitung. Dieses System der Schmerzmodulation ist ständig aktiv und kann unter 

Stress zusätzlich intensiviert werden (Stressanalgesie). [5, 6] 
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1.2 Neuropathische Schmerzen 

Neuropathische Schmerzen sind eine pathologische Schmerzform und entstehen als direkte 

Folge einer Schädigung der Strukturen des nozizeptiven Systems [1, 2]. Die Prävalenz 

neuropathischer Schmerzen liegt in Europa bei 25 – 30% [3], weltweit wird sie in 

verschiedenen Studien zwischen 3% - 17% angegeben [3, 7, 8]. Neuropathische Schmerzen 

haben ein breit gestreutes klinisches Erscheinungsbild und können interindividuell sehr 

variabel sein. Typische Symptomatiken sind eine Hyperalgesie (gesteigertes 

Schmerzempfinden) oder Allodynie (gesteigerte Schmerzempfindlichkeit) sowie spontan 

einschießenden Schmerzen. Weitere Symptomatiken die beobachtet werden können sind 

Hypästhesien, eine Hypalgesie (Minus-Symptome) oder Dysästhesien, Kribbelparästhesien 

und Kälte-/oder Hitzeallodynie (Plus-Symptome) [9]. Es gibt vielfältige Ursachen für 

neuropathische Schmerzen. Diese können traumatisch, metabolisch, medikamentös-toxisch, 

infektiös oder autoimmun bedingt sein. Klinisch-ätiologisch lassen sich neuropathische 

Schmerzen in zentrale und periphere neuropathische Schmerzen unterteilen, die peripheren 

neuropathischen Schmerzen zudem in eine lokale und generalisierte Form (s. Tabelle 1). 

 

Lokale periphere Neuropathien  Posttraumatische Mononeuropathie  

Diabetische Mononeuropathie 

Ischämische Neuropathie 

Engpasssyndrom  

Post-Zoster Neuralgie 

Trigeminusneuralgie 

Generalisierte periphere Neuropathien  Diabetische Polyneuropathie  

Chemotherapie-induzierte Polyneuropathie  

Alkohol-toxische Polyneuropathie  

Dominant-erbliche sensorische Neuropathie 

Zentrale Neuropathien  Hirninfarkt  

Multiple Sklerose  

Parkinson-Syndrom 

Querschnittsläsion 

Tabelle 1: Klinisch-ätiologische Einteilung von neuropathischen Schmerzen (modifiziert nach Baron) [10] 
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Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Veränderungen sind bis dato noch nicht 

vollständig aufgeschlüsselt. Eine strukturelle Läsion im nozizeptiven System kann fehlgeleitete 

plastische Veränderungen im peripheren und zentralen Nervensystem induzieren [4]. Diese 

Veränderungen führen zu einer Imbalance der exzitatorischen und inhibitorischen Bahnen 

und letztendlich zu einer heterogenen klinischen Symptomatik. Vordergründig scheinen 

periphere und zentrale Sensibilisierungsprozesse verantwortlich zu sein [11]. Eine 

Sensibilisierung ist auf Veränderungen von intra- und extrazellulären Signalkaskaden sowie 

Veränderungen in der Expression und Verteilung von Rezeptoren und Ionenkanälen in den 

nozizeptiven Strukturen zurückzuführen [4, 12]. Auch die durch eine Nervenläsion induzierte 

Entzündung spielt eine tragenden Rolle bei der Entwicklung von chronischen neuropathischen 

Schmerzen [12, 13]. Eine Sensibilisierung ist primär ein physiologischer Prozess und hat zum 

Ziel die Funktionen des Nervensystems an die aktuellen Gegebenheiten anzupassen. Die 

Freisetzung von Schmerzmediatoren wie Prostaglandinen, Histamin, Bradykinin, Kalium oder 

Protonen aus entzündetem Gewebe führt zu einer Senkung der Reizschwelle der 

ortsständigen Nozizeptoren [4]. Klinisch kommt es zu einer erhöhten Schmerzempfindlichkeit 

am Ort der Verletzung (periphere Sensibilisierung). Als Folge einer Überaktivität in der 

Peripherie kommt es zu einer zentralen Sensibilisierung in Strukturen des zentralen 

Nervensystems durch Veränderungen der Ionenkanal- und Rezeptordichte an den Synapsen 

im Rückenmark und im Gehirn. Zudem kann es auch zu einer Umstrukturierung von Neuronen 

im Hinterhorn und Rückenmark kommen [10]. Eine ektope Aktivität wie bei spontan 

einschießenden Schmerzen sind Folge von fehlgeleiteten Anpassungsprozessen im 

Nervensystem [4, 14] und können sowohl in den geschädigten Neuronen als auch in 

benachbarten, intakten Neuronen generiert werden [15]. Langfristig ist durch solche 

fehlgeleiteten Anpassungsvorgänge eine Chronifizierung der Symptomatik möglich [10].  

Die Diagnosestellung stützt sich primär auf Anamnese und klinischer Untersuchung und 

ergänzende funktionelle klinisch-apparative Diagnostik [16]. 

Die Therapie von neuropathischen Schmerzen ist aufgrund der komplexen und heterogenen 

klinischen Präsentation herausfordernd. Im Sinne eines interdisziplinären und multimodalen 

Therapiekonzeptes kann neben einer medikamentösen auch eine Psycho-, Ergo- oder 

Physiotherapie erwogen werden. Hierfür besteht allerdings noch keine ausreichende Evidenz 

[9]. Gemäß der aktuellen Leitlinie der deutschen Gesellschaft für Neurologie [16] steht die 

pharmakologische Therapie im Vordergrund. Die erste Wahl sind Antikonvulsiva (Pregabalin, 
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Gabapentin) sowie tri- und tetrazyklische Antidepressiva. Opioide sind ebenfalls wirksam, hier 

sind jedoch das Nebenwirkungsprofil und das Abhängigkeitspotential therapielimitierend. Mit 

den etablierten medikamentösen Therapieoptionen kann oftmals keine Schmerzfreiheit 

erreicht werden [9]. Als realistisches Therapieziel gilt eine effektive Schmerzreduktion von 

>30% [9], die Verbesserung von Lebensqualität und Funktionalität sowie der Erhalt der 

Arbeitsfähigkeit und der sozialen Teilhabe [16]. Eine kausale Mechanismus-basierte Therapie 

ist bis dato nicht existent.  

 

1.3 Extrazelluläre Vesikel (EV)  

Extrazelluläre Vesikel (EV) ist ein Überbegriff für eine heterogene Gruppe von Vesikeln. EVs 

stellen einen Mechanismus der interzellulären Kommunikation im menschlichen Organismus 

dar [17]. Sie transportieren Biomoleküle wie Proteine, Lipide, mRNA- oder DNA- über den 

Extrazellularraum zu einer Zielzelle [18]. EVs sind in der Lage phänotypische und molekulare 

Veränderungen in ihrer Zielzelle zu induzieren, indem sie ihren Inhalt an diese abgeben [19]. 

EVs konnten bis dato in fast allen Körperflüssigkeiten wie Blut, Urin, Speichel oder Liquor 

nachgewiesen werden [20-24]. Eine Zelle ist in der Lage verschiedene EV-Subtypen zu 

sezernieren [25]. EVs sind von einer Lipiddoppelschicht umgeben und können sich selbst nicht 

replizieren [26-28]. 

Die ersten Beobachtungen zu diesen Vesikeln machten Chargaff et al. 1946, als sie die 

Wirkung von Thromboplastin in der Blutgerinnung untersuchten [29]. 1967 gelangen Woolf et 

al. die ersten elektronenmikroskopischen Aufnahmen und sie bezeichneten diese Vesikel als 

„platelet dust“ [30]. Von hier an folgten in geringen Zeitabständen neue Erkenntnisse [31]. 

1971 konnten Crawford et al. zeigen, dass diese Vesikel aus Lipiden aufgebaut und mit 

Molekülen beladen sind [32]. 1974 war eine Studie von Nunez et al. die erste, die eine 

Entstehung dieser Vesikel über eine Fusion eines multivesicular body (MVB)s mit der 

Zellmembran beschrieb [31, 33]. 1987 definierten Johnstone et al. und Harding et al. den 

Begriff Exosomen für ebendiese Vesikel, die über eine Fusion eines MVBs mit der 

Plasmamembran entstehen [21, 34, 35]. Mit zunehmenden technischen Möglichkeiten seit 

den 90er Jahren kam es zu einem exponentiellen Anstieg von Publikationen und Wissen auf 

diesem Forschungsfeld. Ein großer Durchbruch wurde 2007 erzielt, als in einer funktionellen 

Studie gezeigt werden konnte, dass die in EVs enthaltenen RNA-Moleküle in der Lage sind, die 
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Proteinsynthese in der Zielzelle zu beeinflussen [24, 36]. 2011 gründete sich mit der 

International Society for Extracellular Vesicles (ISEV)eine Forschungsgemeinschaft, welche 

experimentelle Standards festlegt und den Forschenden eine Plattform zum Austausch bietet 

[17, 26, 31]. Von Beginn an existierte keine einheitliche Nomenklatur. Es wurden viele 

verschiedene Begriffe synonym verwendet um diese Vesikel zu beschreiben. 2011 wurde der 

Überbegriff „Extrazelluläre Vesikel“ (EV) eingeführt und eine Unterteilung der EVs in die drei 

Subtypen Exosomen, Mikrovesikel und apoptotische Körperchen (s. Abb. 2) [17, 37]. 

Diese drei Subtypen wurden anhand ihrer Größe und ihres Entstehungsmechanismus 

unterschieden [37].  

 

 

Abb. 2: Übersicht über die Biogenese der drei Subtypen von extrazellulären Vesikeln (Exosomen, 
Mikrovesikel und apoptotische Körperchen) modifiziert nach Gurung et al. [38].  
ILV = Intraluminale Vesikel, MVB = Multivesicular Body, ESCRT = Endosomal Sorting Complex required for 
Transport. (Abbildung erstellt mit der Applikation Procreate von Savage Interactive, Version 5.3.1) 

 

Exosomen sind die kleinsten Vesikel mit einer Größe zwischen 30 - 150 nm. Sie werden im 

endosomalen System über eine Invagination der endosomalen Membran gebildet (als 

intraluminale Vesikel, ILV). Dort werden sie mit Molekülen beladen und in einem multvesicular 

body (MVB) zur Zellmembran transportiert. Bei der Fusion mit der Zellmembran werden die 

Exosomen in den Extrazellularraum frei gegeben. Mikrovesikel (MV; 100 - 1000 nm) entstehen 
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direkt über die Abschnürung an der Zellmembran. Apoptotische Körperchen (AK; 1000 - 5000 

nm) sind die größten Vesikel und entstehen im Rahmen des programmierten Zelltods einer 

Zelle. [38]  

Mittlerweile ist bekannt, dass diese drei Vesikelsubtypen überlappende physikobiochemische 

(betreffend Größe, Dichte und Markerprofil) Eigenschaften besitzen und eine exakte 

Diskriminierung zwischen den einzelnen Vesikelsubtypen nicht ganz einfach ist. Aktuell wird 

von der ISEV eine deskriptive Bezeichnung empfohlen, sollte der Ursprung der EVs nicht sicher 

sein. So kann bspw. nach der Vesikelgröße in small EVs (sEVs, < 200nm), medium EVs (mEVs, 

200 – 800 nm) oder large EVs (lEVs, > 1000 nm) unterteilt werden [26, 39]. Die Begriffe 

Exosomen und sEVs sind nicht synonym zu verwenden [26]. Der Extrazellularraum eines 

Organismus enthält eine Mischpopulation bestehend aus verschiedenen EV-Subtypen [40]. 

Die Komposition des Vesikelinhaltes ist hochspezifisch und hängt von weiteren Faktoren, wie 

dem Zelltyp, dem Zustand der sezernierenden Zelle (physiologisch oder pathologisch) sowie 

dem Subtyp des Vesikels ab [40, 41]. Verschiedene Mechanismen sind aktiv am sog. Sorting 

von Biomolekülen in die ILVs, den späteren Exosomen, hinein beteiligt [42]. Dazu gehört der 

endosomal sorting complex required for transport (ESCRT) mit seinen akzessorischen Proteine 

[24]. Neben dieser Proteinmaschinerie sind noch weitere Mechanismen beschrieben [43]. 

Bisherige Studien haben signifikante Unterschiede in der Proteinzusammensetzung des 

Vesikelinhalts von EVs unter verschiedenen physiologischen und pathologischen Bedingungen 

identifizieren können [27]. Die Aufnahme von EVs in die Zielzelle erfolgt über sowohl 

unspezifische als auch spezifische, Rezeptor-abhängige Mechanismen [44]. Beschrieben sind 

bis dato eine Liganden-Rezeptor-Interaktion an der Zellmembran, die direkte Fusion des 

Vesikels mit der Zellmembran [45, 46] oder die Aufnahme des Vesikels in die Zelle über 

Endozytose [44, 47]. Die Halbwertszeit von EVs in der Blutzirkulation wird verschieden 

beziffert und variiert zwischen 2 min bis 5,5 h, wohingegen sich EVs noch deutlich länger in 

soliden Organen nachweisen lassen [48, 49].  

Für die Erforschung von EVs sind valide und reproduzierbare Isolations- und 

Charakterisierungsmethoden notwendig. In der Literatur ist ein breites Spektrum an 

verwendeten Methoden mit ihren jeweiligen Vor- und Nachteilen beschrieben [26, 28, 50].  
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Abb. 3: Auflistung der prozentual am häufigsten verwendeten primären Isolationsmethode zur Isolation von 
extrazellulären Vesikeln (EVs) unabhängig vom verwendeten Probenmaterial [50].  
Online-Umfrage unter Forschenden der International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) 

 

Die Ultrazentrifugation (UZ) ist die am häufigsten verwendete primäre Isolationsmethode 

[50]. Weit verbreitet ist die Verwendung eines mehrstufigen Verfahrens bzw. die Kombination 

verschiedener Methoden [50], v.a. bei der Verwendung eines komplexen Probenmaterials wie 

Blutplasma oder -serum. Die weiteren häufig verwendeten Methoden zur Isolation von EVs 

sind in Abbildung 3 dargestellt. Die Verwendung einer Präzipitationsmethode ist mit einer 

Häufigkeit von 14 % angegeben [50]. Für eine weitere Aufreinigung nach einer primären 

Isolationsmethode wird am häufigsten die Ultrazentrifugation verwendet [50]. 

Das hier verwendete Probenmaterial ist Blutserum. Die Anreicherung von EVs aus Serum- oder 

Plasmaproben birgt einige methodische Herausforderungen. In Tabelle 2 sind die 

Konzentrationen der hier relevanten Blutbestandteile dargestellt. Blutplasma oder -serum 

sind trotzdem häufig verwendete Probenmaterialien in der Erforschung von EVs [51, 52].  

 

Zellen/Partikel  Partikelkonzentration/ml (Blut) 

Erythrozyten  4 – 6 x 109  

Leukozyten  4 – 11 x 106   

Thrombozyten  150 – 450 x 106   

EVs 1 x 1010 

VLDL  0,7 – 8,6 x 1013 

LDL  0,6 – 1,2 x 1015  

HDL 1,4 – 2,3 x 1016  
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Tabelle 2: Blutkonzentration (pro Milliliter Blut (ml)) der hier relevanten Bestandteile [52, 53] 

 

Blut besteht aus zellulären Bestandteilen, wie Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten, 

daneben kommen Gerinnungsfaktoren und weitere Proteine wie Albumin oder Lipoproteine 

vor [52]. Es bestehen zudem stark divergierende Mengenverhältnisse der einzelnen 

Bestandteile. Plasma sowie Serum enthalten ca. 60 – 80 mg/ml an Proteinen [52]. Zum 

größten Teil sind es Proteine wie Albumin, Fibrinogen (Serum), Immunglobuline und 

Komplementfaktoren sowie viele weitere weniger abundante Proteine. In Relation dazu 

nehmen EVs einen sehr geringen Teil ein. Geschätzt wird die EV-Fraktion auf ca. 50 nl/ml 

Plasma [52], d.h. umgerechnet ca. 0,00005% des Plasmavolumens. Folglich liegen die EV-

assoziierten Proteine, die eigentlichen Zielproteine innerhalb der EVs in einer verhältnismäßig 

extrem niedrigen Konzentration vor [52]. Es wird geschätzt, dass EVs im Plasma von gesunden 

Menschen in einer Konzentration zwischen 107 bis 109 EVs/ml Plasma vorliegen. Im Vergleich 

dazu liegen Lipoproteine gesamthaft mit einer Konzentration von ca. 1016 Lipoproteine/ml 

Plasma vor [54]. Die Separation von EVs und Lipoproteinen (v.a. HDL) ist eine bekannte 

Herausforderung bei der Isolation von EVs aus Serum oder Plasma. Die Ursache für die 

Schwierigkeit in der Auftrennung von EVs und Lipoproteinen liegt in deren überlappenden 

physikochemischen Eigenschaften (Größe und Dichte) bei zugleich vorliegenden stark 

divergierenden Mengenverhältnissen im Serum [52, 54, 55]. Lipoproteine sind ein 

wesentlicher Bestandteil des Fettsäurestoffwechsels und setzen sich aus Lipiden und 

Proteinen zusammen. Sie dienen Fettsäuren als Transportmittel im Blutkreislauf. Die 

verschiedenen Lipoproteine unterschieden sich in ihrer Dichte und ihrer Funktion (s. Tabelle 

3). Nach ihrer Dichte werden Chylomikronen, das high-density lipoprotein (HDL), low-density 

lipoprotein (LDL), intermediate-density lipoprotein (IDL) und das very low-density lipoprotein 

(VLDL) unterschieden. Die zugehörigen Apolipoproteine sind teils spezifisch für eine 

Lipoprotein-Untergruppe, so ist das Apolipoprotein APOA1 mit HDL assoziiert [52, 54]. Die 

Lipoproteinlevel im Blut unterliegen starken interindividuellen und tageszeitlichen 

Schwankungen und werden zudem beeinflusst durch Faktoren wie die Diät, Genetik und Rasse 

[53]. Die ungewollte Ko-Isolation betrifft in diesem Kontext v.a. das HDL. HDL hat 

überlappende Dichteeigenschaften mit EVs [54, 55]. 
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Partikel  Größe (nm) Dichte (g/ml) 

Chylomikronen 75 - 1200 < 0,95 

High density lipoprotein (HDL) 7 – 13   1,063 – 1,21  

Intermediate density lipoproteins (IDL)  23 – 27  1,006 – 1,019  

Low density lipoprotein (LDL) 18 – 23  1,019 – 1,063 

Very low density lipoprotein (VLDL) 30 – 80 0,95 – 1,006  

Exosomen 20 – 200 1,08-1,21 

Mikrovesikel (MV) 100 - 1000   

Apoptotic bodies (AK) 1000 – 5000  

Tabelle 3: Physikochemische Eigenschaften (Größe und Dichte) von Extrazellulären Vesikeln (EVs) und 
Lipoproteinen [53, 56]. Die Größe ist angegeben in Nanometer (nm), die Dichte ist angegeben in Gramm pro 
Milliliter (g/ml).  

 

Die gängigen Isolationsverfahren trennen nach physikalischen oder biochemischen 

Eigenschaften wie Größe oder Dichte auf. Es ist sinnvoll zwei Isolationsverfahren mit 

unterschiedlichen Auftrennungseigenschaften zu kombinieren. Dadurch kann nachweislich 

die Kontamination durch Lipoproteine und andere Proteine reduziert werden, jedoch ist dabei 

auch ein signifikanter Mengenverlust an angereicherten EVs möglich [53].  

Zur Etablierung allgemeingültiger Standards bei der Erforschung der extrazellulären Vesikel 

hat die International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) ein fünf-stufiges 

Charakterisierungsverfahren definiert [17, 26]. Die aktuelle Version ist eine 

Weiterentwicklung der Version von 2018 [26]. Proteine der Kategorien eins und zwei dienen 

jeweils dem Nachweis von EV-Bestandteilen. Kategorie eins beinhaltet ein 

Transmembranprotein, welches mit einer Plasma- oder endosomalen Membran assoziiert ist, 

dazu zählen u.a. die Tetraspannine wie bspw. CD63. Kategorie zwei beinhaltet den Nachweis 

eines cytosolischen Proteins wie bspw. Proteine des ESCRT-Komplexes mit seinen 

akzessorischen Proteinen (z.B. das TSG101). In Kategorie drei soll das Isolat auf das 

Vorhandensein von Kontaminanten hin untersucht werden. Typische Kontaminanten bei 

Serumproben sind Albumin und Liporoteine. Die Kategorien vier und fünf sind optional und 

zielen auf den Nachweis von Proteinen bestimmter Zellkompartimente (Kategorie vier) oder 

weiterer Kontaminanten (Kategorie fünf) ab [26].  
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Extrazelluläre Vesikel konnten bis dato in fast allen Körperflüssigkeiten nachgewiesen werden 

[57]. Diese sind betreffend ihrer Zusammensetzung, potenzieller Kontaminanten und dem 

Spektrum an vorhandenen extrazellulären Vesikeln sehr heterogen, was die Vergleichbarkeit 

der teilweise sehr unterschiedlichen Studien erschwert. So ist ein Isolationsprotokoll nicht auf 

jedes Probenmaterial gleichermaßen anwendbar oder muss daraufhin angepasst werden [58]. 

Bei der Auswahl der Methode sollte das Anforderungsprofil der nachfolgenden Analysen 

sowie das verwendete Probenmaterial berücksichtigt werden. Die Wahl der Methode kann 

die nachfolgenden Ergebnisse beeinflussen [59].  

 

1.4 Erforschung von EVs im Kontext neuropathischer Schmerzen  

Im Allgemeinen sind EVs in der Lage über ihren Inhalt phänotypische und molekulare 

Veränderungen in ihrer Zielzelle zu induzieren [19]. Sie sind an physiologischen und 

pathologischen Prozessen beteiligt [41] und sind auch im Kontext neuropathischer Schmerzen 

relevant [60]. Bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung von neuropathischen Schmerzen ist 

die Zell-Zell-Kommunikation zwischen Neuronen, Gliazellen und Entzündungszellen und damit 

die Interaktion auf molekularer Ebene bestimmend [61, 62]. Es konnte gezeigt werden, dass 

nach einer peripheren Nervenläsionen die von Neuronen, Gliazellen und Immunzellen 

sezernierten EVs die durch die Läsion initiierten biologischen Prozesse modulieren können 

[63-65]. EVs fördern die Aktivierung von Gliazellen und Schwannzellen, regulieren die 

neuroinflammatorische Reaktion und Angiogenese und sind an der axonalen Regeneration 

nach einer Nervenläsion beteiligt [62, 66]. EVs werden zunehmend als Therapiestrategie von 

neuropathischen Schmerzen erforscht, indem sie als Carrier für spezifische Biomoleküle 

(Proteine, mRNA) dienen könnten. In Versuchen mit Stammzellen konnten gezeigt werden, 

dass die Aufnahme von Stammzell-EVs in Schwannzellen die Proliferation von Schwannzellen 

und die Regeneration des Nervens fördert [62, 67].  

 

1.5 Fragestellungen und Ziele der Arbeit  

Die Behandlung von neuropathischen Schmerzen ist herausfordernd und häufig 

unzureichend. In den letzten Jahren gab es nur wenige neue Erkenntnisse in der 

Aufschlüsselung des zugrundeliegenden Pathomechanismus. Ein neuer und 
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vielversprechender Forschungsansatz in vielen Bereichen der medizinischen 

Grundlagenforschung ist die Analyse von EVs und ihres Inhaltes im Kontext einer bestimmten 

Pathologie. Es ist bekannt, dass der Inhalt der EVs einen Einfluss auf Signalkaskaden sowie die 

Expression von Ionenkanälen und Rezeptoren der Zielzelle hat [40]. Für die Erforschung von 

EVs im Kontext von neuropathischen Schmerzen gibt es bis dato nur wenige Studien. 

Ziel dieser Arbeit ist es zunächst eine Isolationsmethode für die Anreichung von EVs aus 

Serumproben der Ratte zu etablieren. Hierzu wird ein mehrstufiges Isolationsverfahren 

angestrebt. Untersucht werden sollen quantitative und qualitative Veränderungen von 

extrazellulären Vesikeln im Kontext von neuropathischen Schmerzen. Dazu werden in 

Versuchstieren nach dem Chronic-Constriction-Injury (CCI) Modell ein peripherer 

neuropathischer Schmerz induziert. Aus Serumproben dieser Versuchstiere werden 

extrazelluläre Vesikel (EVs) angereichert und ihre Größe, Konzentration und ihr Inhalt 

(Proteom) analysiert und mit einer Kontrollgruppe verglichen. Differentiell regulierte Proteine 

können möglicherweise einen Rückschluss auf die Pathophysiologie von neuropathischen 

Schmerzen zulassen, in der Diagnostik verwendet werden sowie  ein mögliches Therapietarget 

darstellen.  

 

 

  



Materialien und Methoden 
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2 Materialien und Methoden 

Im Folgenden werden die verwendeten Materialien aufgelistet, die Beschreibung der 

Methoden folgt im zweiten Teil des Kapitels.  

 

2.1 Materialien 

Tabellarische Aufführung der hier verwendeten Materialen. 

 

Antikörper 

Anti-CD63 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, 
Vereinigte Staaten) 

Anti-APOA1 MyBiosource (San Diego, Kalifornien, Vereinigte 
Staaten) 

Polyclonal Antibody to Apolipoprotein A1 
(rabbit) 

Anti-TSG101 Abcam (Cambridge, Vereinigtes Königreich) 

Anti-Albumin   

Proteinmarker Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachusetts, Vereinigte Staaten) 

Page RulerTM Plus 

 

 

Geräte 

Ultrazentrifuge  Beckman Coulter Life Sciences (Brea, 
Kalifornien, Vereinigte Staaten) 

Optima XPN-80, XPN13MO7 

Zentrifuge  Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)  

Eppendorf 5417R 

Particle Tracking Analyzer Particlemetrix GmbH (Inning am Ammersee, 
Deutschland) 

ZetaViewR Evolution-System 
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Magnet-Rührplatte  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachusetts, Vereinigte Staaten) 

Magnetrührer Variomag, Mono  

Magnet-Heizrührplatte Heidolph Instruments (Schwabach, Deutschland) 

Heizplatte/Magnetrührer MR 2002  

Plattformschüttler  IKA Labortechnik (Staufen im Breisgau, 
Deutschland) 

Plattformschüttler MTS4  

Vortex-Mixer  Scientific Industries (Bohemia, New York, 
Vereinigte Staaten) 

Vortex Genie Touch Mixer  

Microplate Reader  Biotek Instruments (Winooski, Vermont, 
Vereinigte Staaten) 

Synergy 2 Microplate Reader (Software 
Gen5TM Version 1.11) 

Mikrotestplatten Sarstedt, (Nümbrecht, Deutschland) 

Mikrotestplatte 96-Wel- 

Electrophoresis Power Supply  Amersham Biosciences (Uppsala, Schweden)  

Electrophoresis Power Supply 1001  

Western Blot Detektionskammer  Decon Science Tec. GmbH (Hohengandern, 
Deutschland) 

DeVision DBOX 

Western Blot Detektion Kammersystem  Photometrics (Peabody, Massachusetts, Vereinigte 
Staaten) 

Cool Snap HQ2 Kamera 

Waage  Sartorius (Göttingen, Deutschland) 

LA230S 

Aesthesiometer  Ugo Basile S.r.l., (Gemonio (VA), Italien) 

Dynamic Plantar Aesthesiometer  
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Software  

GelPro Analyzer  Media Cybernetics (Rockville, Maryland, 
Vereinigte Staaten) 

Endnote 21 Clarivate Analytics (Philadelphia, Pennsylvania, 
Vereinigte Staaten) 

Version 21.5 for Macintosh 

Microsoft Powerpoint  Microsoft Corporation (Redmond, Washington, 

Vereinigte Staaten). Version 16.98 

Microsoft Excel  Microsoft Corporation (Redmond, Washington, 

Vereinigte Staaten). Version 16.98 

Microsoft Word Microsoft Corporation (Redmond, Washington, 

Vereinigte Staaten). Version 16.98 

ImageJ  ImageJ, Open Source Software  

GIMP  GNU General Public License 

Procreate (iPadOS) Savage Interactive (Hobart, Tasmanien, 
Australien) 

Version 5.3.1 

 

 

Verbrauchsmaterialien  

Pipette Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)  

Eppendorf Research Pipettensatz (100 – 
5000 µl) 

Pipettierspitzen Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)  

Reagiergefäße und Röhren Sarstedt, (Nümbrecht, Deutschland) 

SafeSeal Reagiergefäße und Röhren 

Western Blot Membranen Sigma Aldrich (Burlington, Massachusetts, 
Vereinigte Staaten) 

Immobilon® -P PVDF Membran 
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Substanzen und Puffer  

Polyethylenglykol (8.000Da) Sigma Aldrich (St.Louis, Missouri, Vereinigte 
Staaten) 

SephadexTM G-100  GE Healthcare (Chicago, Illinois, Vereinigte 
Staaten) 

Protein Assay Kit  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
Massachusetts, Vereinigte Staaten) 

PierceTM BCA Protein Assay Kit  

Enhancend Chemoluminescence Substrate  

(ECL) 

Bio-Rad Laboratories (Hercules, Kalifornien, 
Vereinigte Staaten) 

ClarityTM Western ECL Substrate  

Glycin  Carl Roth GmbH + Co KG (Karlsruhe, 
Deutschland) 

NaCl VWR Chemicals Int. (Radnor, Pennsylvania, 
Vereinigte Staaten) 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH + Co KG (Karlsruhe, 
Deutschland) 

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH + Co KG (Karlsruhe, 
Deutschland) 

1,5 M TRIS pH 8,8  

1,25 M TRIS pH 6,8  

Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck Schuchardt oHG, (Hohenbrunn, 
Deutschland) 

Ammoniumperoxidsulfat (10%)  

Loading Buffer  7ml Aqua dest., 500mM Tris-HCL (pH 6,8), 
2ml Gylcerol, 1g SDS, 30mg 0,5%iges, 
Bromphenolblau, 1:10 in Mercaptoethanol 

Running Buffer  3 g Sigma 7-9, 14,4g Glycin, 1g SDS, 1l Aqua 
dest.  

Phosphat Buffered Saline (PBS) Life Technologies (Carlsbad, Kalifornien, 
Vereinigte Staaten) 

RIPA Puffer pH8 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5% 
Na-Deoxycholat, 0,1% SDS 



 18 

Transfer Puffer  12 mM Sigma 7-9, 96 mM Glycin und Aqua 
destilliert 

TBS-T Puffer  6 g Sigma 7-9, 22,2 g NaCl, 2 ml Tween, Aqua 
destilliert, pH 8 

 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Tierversuche: Chronic-Constriction-Injury und Pfotenrückzugsschwellenwert 

Tierversuche erfolgen nach Genehmigung durch das Landesamt für Natur, Umwelt und 

Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen (LANUV NRW, Dezernat 81 

Tierschutz/Tierversuche). Das Aktenzeichen lautet: 84-02.04.2015.A033. Projektnummer 

G33/15. 

Verwendet werden 18 männliche Wistar-Ratten mit einem Körpergewicht von ca. 220g. Die 

Aufteilung (n = 18) erfolgt randomisiert in die Chronic-Constriction-Injury (CCI)- oder 

Kontrollgruppe (Sham)-Gruppe. Die Versuchsdauer beträgt 28 Tage (s. Abb. 4). Es finden drei 

Testungen zur mechanischen Hypersensitivität, dem Pfotenrückzugsschwellenwert (PRS) an 

den Tagen Null, 14 und 28 statt. Die Operationen an den Versuchstieren finden an Tagen Null 

und 14 statt.  

 

 
Abb. 4: Versuchsablauf der Tierversuche. Der Versuchszeitraum beträgt 28 Tage. OP = Operation 

 

Die Allgemeinnarkose wird gewichtsadaptiert mit Pentobarbital (60 mg/kg KG) durchgeführt. 

Unter aseptischen Bedingungen erfolgt die stumpfe Präparation durch die Gewebeschichten 

und die Darstellung des Nervus ischiadicus. Den Versuchstieren der CCI-Gruppe werden 
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proximal der Trifurkation des Nervus ischiadicus in den Nervus peroneus communis, Nervus 

tibialis und den Nervus suralis (nach Bennett et al. [68]) vier Ligaturen im Abstand von jeweils 

1 mm, lose und mit einem doppelten Knoten, um den Nervus ischiadicus platziert (s. Abb. 5). 

Bei den Versuchstieren der Kontrollgruppe (Sham) wird der Nervus ischiadicus lediglich 

dargestellt, hier erfolgt keine Manipulation am Nerven. Muskulatur, Weichgewebe und Haut 

werden schichtweise verschlossen. An Tag 14 werden den CCI-Versuchstieren die Ligaturen in 

einer wie oben beschriebenen Operation entfernt. Bei den Sham-Versuchstiere wird wie an 

Tag null der Nervus ischiadicus dargestellt ohne diesen zu manipulieren. An Tag 28 erfolgt die 

Beendigung des Versuchs für beide Gruppen sowie die Probengewinnung.  

 

 
Abb. 5: Chronic-Constriction-Injury (CCI) Modell nach Bennett et al. [68]. N. = Nervus. Abbildung modifiziert 
nach Austin et al. [69] (erstellt mit der Applikation Procreate von Savage Interactive, Version 5.3.1) 

 

Die mechanische Sensitivität im Innervationsgebiet des Nervus ischiadicus wird über den 

Pfotenrückzugsschwellenwert (PRS) quantifiziert. Der Pfotenrückzugsschwellenwert, 

gemessen in Gramm (g), ist eine mechanische Reizschwelle. Gemessen wird in ruhiger 

Umgebung und nach 30 min Eingewöhnungszeit. Pro Tier werden drei bis fünf Messungen 

durchgeführt. Die Messung wird mit dem Dynamic Plantar Aesthesiometer durchgeführt. Für 

die Messung übt ein Filament eine sich steigernde mechanische Stimulation auf die plantare 

Hinterpfote (sensibles Innervationsgebiet des Nervus ischiadicus) aus. Die maximal 

aufgebrachte Kraft (in gramm, g) und die dazugehörige Latenzzeit (in Sekunden, s) werden 

gemessen, bis das Versuchstier die Pfote zurückzieht. Die Messung des PRS mit dem Dynamic 

Plantar Aesthesiometer ist eine etablierte und häufig verwendete Methode und erbringt 
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gemäß vorhandener Literatur zuverlässige Messergebnisse [69]. Eine Herabsetzung des PRS 

stellt eine Verhaltensänderung dar, die sich am ehesten durch die Induktion einer peripheren 

Mononeuropathie erklären lässt. 

 

2.2.2 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

Die Nanoparticle Tracking Analysis (hier verwendet Particlemetrix, ZetaViewR) ist ein optisch-

basiertes Verfahren für die Charakterisierung (Einzelpartikelmessung) von Nanopartikeln. Sie 

ist ein etabliertes und häufig angewandtes Verfahren für die Charakterisierung von EVs [50]. 

Mittels NTA können die Partikelgröße, die Partikelgrößenverteilung und die 

Partikelkonzentration bestimmt werden. Die NTA detektiert in einem Größenbereich 

zwischen 30 – 1000 nm bei einer Partikelkonzentration von 107 – 109 Partikel/ml.  

Für die NTA-Messungen werden die Serumproben der CCI- und Sham-Gruppe verwendet. Die 

NTA-Messung findet vor dem mehrstufigen Isolationsprozess statt um eine Verfälschung der 

Ergebnisse durch PEG-Rückstände zu vermeiden. Die Proben werden vor der Messung mit 

Phosphat buffered saline (PBS) auf eine Konzentration im Bereich 2,0 – 2,8 x 107 verdünnt. Die 

Messung erfolgt in einem Dispersionsmedium (Wasser). Die Probe wird in einer geschlossenen 

Kammer von einem Laserstrahl belichtet. Die Nanopartikel streuen dieses Licht in 

Abhängigkeit von ihrer Bewegungsaktivität (Brownsche Molekularbewegung) durch das 

Medium. Größere Partikel bewegen sich dabei langsamer als kleinere. Diese Lichtstreuung 

wird von einem Mikroskop und einer hochsensitiven Kamera erfasst. Die Software (ZetaView 

Software 8.04.02) kann mit diesen Bildern die Diffusionskonstante der sich bewegenden 

Nanopartikel bestimmen. Mithilfe der Stokes-Einstein-Beziehung kann der hydrodynamische 

Durchmesser der Partikel bestimmt und die Messwerte zu Partikelgröße, -konzentration und 

Größenverteilung errechnet werden [70].  

 

2.2.3 Präzipitation mit Polyethylenglykol 

Für die Etablierung der Methode werden Vorversuche mit gepooltem Rattenserum 

durchgeführt. Die primäre Isolationsmethode ist eine Präzipitation mit Polyethylenglykol 

(PEG, 8000 Da). Die Präzipitation ist ein Ausfällungsverfahren. Das hier verwendete Präzipitat 

ist Polyethylenglykol mit einer Partikelgröße von 8.000 kDa. Polyethylenglykol ist stark 

hydrophil. Durch die Bindung von Wasser reduziert PEG die Löslichkeit der gelösten Moleküle 
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und fördert die Bildung von Aggregaten [71], welche folglich ebenso leichter ausfallen können. 

Durch eine anschließende Zentrifugation werden die ausgefällten Partikel pelletiert und vom 

Überstand getrennt. 

Für die PEG-Lösung werden 20 g PEG (8.000 Da) und 98 ml ddH2O auf einer Rührplatte bei ca. 

90°C vermischt. Anschließend wird das Gemisch unter einer Sterilbank durch einen 0,45 µm 

Filter filtriert. Die Isolation ist ein mehrschrittiger Prozess und erfolgt an drei 

aufeinanderfolgenden Tagen. Präanalytisch erfolgt eine Aufreinigung der Serumproben durch 

zweimalige Zentrifugation (3000 g, 12°C für 30 min) um größere Kontaminanten und Zelldebris 

zu entfernen. Die PEG-Lösung wird mit Complete (40 µl/ml PEG Stock) versetzt. Die Probe wird 

mit PEG versetzt, sodass das Präzipitat 1/5 des Endvolumens ausmacht. Die Probe wird gut 

durchgemischt und über Nacht bei 4°C inkubiert. Am zweiten Tag werden die Proben pelletiert 

(1.500 g für 30 min bei 22°C) und anschließend der Überstand verworfen. Das Pellet wird 

zweimal mit 500 µl PBS gewaschen. Das Pellet wird dem Ausgangsvolumen entsprechend in 

PBS gelöst und ein weiteres Mal mit PEG versetzt (s.o.). Nach guter Durchmischung wird es 

erneut über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Proben werden am dritten Tag erneut zentrifugiert 

(1.500 g für 30 min bei 22°C) und das Pellet in 200 µl PBS gewaschen. Je nach 

Verwendungszweck werden die Pellets in dem dafür entsprechenden Medium resuspendiert.  

 

2.2.4 Ultrazentrifugation (UZ) 

Häufig werden mehrere Verfahren zur Isolation von EVs schrittweise kombiniert [26]. So soll 

eine spezifischere Anreicherung der Vesikel erreicht, das Vorhandensein von störenden 

Kontaminanten reduziert und damit insgesamt die Qualität der Anreicherung erhöht werden 

[50, 58]. Die Ultrazentrifugation ist ein mechanisches Trennverfahren. Die Auftrennung der in 

Lösung liegenden Teilchen erfolgt durch das Einwirken starker Zentrifugalkräfte auf die 

Lösung. Die Zentrifugalkraft wird durch einen Rotor innerhalb einer Vakuumkammer erzeugt. 

Für die Auftrennung ist die Sedimentationsgeschwindigkeit der Teilchen entscheidend. Dieser 

Faktor ist abhängig von der Größe, der Dichte und der Form der gelösten Teilchen. Unter der 

Sedimentationsgeschwindigkeit versteht man die Geschwindigkeit, mit der sich ein Partikel 

innerhalb eines flüssigen Mediums absetzen kann. Durch die Rotation in der Zentrifuge wirkt 

die Zentrifugalkraft auf die Lösung. Die sich in der Lösung befindlichen Partikel werden 

abhängig von ihrer Dichte unterschiedlich stark nach außen gedrückt. Die Partikel 
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sedimentieren unterschiedlich schnell, schwere und dichte Partikel sedimentieren schneller 

als leichte oder weniger dichte Partikel.  

Für die Ultrazentrifugation werden die Pellets nach der PEG-Präzipitation in 10 ml PBS gelöst 

und bei 110.000 g für 2 h bei 4°C zentrifugiert (Beckman Coulter Life Sciences, Optima XPN-80, 

SW40 Rotor, Krefeld, Germany). Anschließend wird das Pellet in 100 µl Medium, je nach 

Verwendungszweck (PBS, Radio-Immunpräzipitations-Assay-Puffer (RIPA), Natriumchlorid 

(NaCl)) resuspendiert.  

 

2.2.5 Size Exclusion Chromatography (SEC) 

Mittels Size Exclusion Chromatography sollen APOA1-positive Lipoproteine (HDL) von den EVS 

aufgetrennt werden [72]. Als Trennmedium wird SephadexTM G-100 (Fraktionierungsbereich 

4 – 150 kDa) verwendet. SephadexTM G-100 ist ein poröses Gel aus quervernetzten Dextranen. 

Eine Säule wird mit SephadexTM G-100 Gel gefüllt und mit bis zu 15 ml PBS gespült. Das Isolat 

(aus 1000 µl Poolserum hergestellt, in 150 µl PBS gelöst) läuft durch die Säule und wird in 

kontinuierlichen Fraktionen (30 x á 500 µl) eluiert und aufgefangen. Die Probe wird auf das 

poröse Trennmaterial gegeben. Große Partikel passen nicht durch die Poren, laufen daher im 

Randbereich durch und eluieren in den frühen Fraktionen. Kleinere Partikel können die Poren 

passieren und eluieren folglich in den späteren Fraktionen. Daraus resultieren 

unterschiedliche Elutionszeiten der aufgetrennten Bestandteile. Das Eluat kann kontinuierlich 

in Fraktionen aufgefangen werden. Kleinere Proteine, wie das HDL (7 – 13 nm) sollten in den 

späteren Fraktionen eluieren, größere Partikel wie die EVs (20 – 200 nm) passieren im 

Randbereich, da diese zu groß für die Poren des Trennmediums sind und eluieren in den 

frühen Fraktionen.  

 

2.2.6 Proteinbestimmung und Western Blot (SDS-PAGE) Analyse  

Die Proteinbestimmung erfolgt mittels PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher 

Scientific). Die Detektion erfolgt im Synergy 2 Microplate Reader (Biotek Instruments, 

Software Gen5TM Version 1.11). Die Proben werden entsprechend dem Proteingehalt mit RIPA 

Puffer verdünnt (RIPA-Puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 % NP40, 0,5 % Na-Deoxycholat, 0,1 

% SDS), im Verhältnis von 1:1 mit Loading Buffer versetzt (Loading Buffer: 7 ml Aqua dest., 500 
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mM Tris-HCL (pH 6,8), 2 ml Glycerol, 1 g SDS, 30mg 0,5 %-iges, Bromphenolblau, 1:10 in 

Mercaptoethanol) und bei 95° C für 5 Minuten inkubiert.  

Die Western Blot Analyse ist ein etabliertes Verfahren für den Nachweis von Proteinen aus 

einem Stoffgemisch. Die Proteine werden anhand ihrer Molekülmasse in einem elektrischen 

Feld aufgetrennt, auf eine Membran übertragen und mithilfe von Antikörpern detektiert und 

sichtbar gemacht. Für die Gelelektrophorese wird ein Polyacrylamid-Gel mit den zu 

analysierenden Proben beladen. Auf dieses Polyacrylamid-Gel wirkt ein elektrisches Feld, in 

diesem wandern die Proteine entsprechend ihrer Größe unterschiedlich weit. Die Laufstrecke 

eines Proteins ist umgekehrt proportional zur Masse. Durch die vorherige Zugabe von 

Sodiumdodecylsulfat (SDS)besitzen die Proteine eine negative Ladung und wandern in dem 

elektrischen Feld gegen den Plus-Pol. Die aufgetrennten Proteine werden aus dem Gel auf 

einen Membran übertragen. Die noch freien verbliebenen Stellen der Membran werden mit 

einer Milchpulverlösung blockiert sodass keine weiteren unerwünschten Proteine dort haften 

können. Für den eigentlichen Proteinnachweis wird die Membran mit einem Primärantikörper 

inkubiert. Der Primärantikörper bindet an das gesuchte Zielprotein. Anschließend wird die 

Membran gewaschen und mit dem Sekundärantikörper inkubiert. Der Sekundärantikörper 

bindet an den Primärantikörper und ist zusätzlich mit einem Enzym gekoppelt, welches eine 

Farbreaktion katalysiert. Durch die Zugabe einer Chemolumineszenz können die Banden über 

die Farbreaktion sichtbar gemacht und detektiert werden.  

Für die Western Blots werden Polyacrylamid-Gele (Sammel- und Trenngele) verwendet. 

Herstellung von Polyacrylamid (PAA)-Gelen: Trenngel (PAA (30 %), Aqua destilliert, 1,5 M 

Sigma 7-9 pH 8,8, Sodiumdodecylsulfat 10 %, Tetramethylethylendiamin, Ammoniumpersulfat 

10 %). Sammelgel (PAA (30 %), Aqua destilliert, 1,25 M Sigma 7-9 pH 6,8, Sodiumdodecylsulfat 

10 %, Tetramethylethylendiamin, Ammoniumpersulfat 10 %). Die Gelelektrophorese findet in 

der Elektrophoresekammer (Electrophoresis Power Supply 1001, Amersham Pharmacia 

Biotech) für 90 min bei 100 V und 400 mA. Statt. Die Elektrophoresekammer ist mit Running 

Buffer gefüllt (3 g Sigma 7-9, 14,4g Glycin, 1 g SDS, 1 l Aqua destilliert). Der Transfer auf eine 

Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran erfolgt in einem Tank-Blot-System, welches mit 

Transfer Buffer (12mM Sigma 7-9, 96mM Glycin und Aqua destilliert) befüllt ist. Der Transfer 

benötigt 60 min bei 280 mA. Die Membran inkubiert anschließend für 2 h in einer 5 %-igen 

Milchpulverlösung. Der Primär-Antikörper wird nach Herstellerangaben in 1 %-iger 

Milchpulverlösung verdünnt, auf die Membran gegeben und diese inkubiert über Nacht. Am 
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nächsten Tag erfolgt zunächst ein dreimaliges Waschen der Membran für 10 min in Tris-

buffered saline with Tween (TBS-T: 6 g Sigma 7-9, 22,2 g NaCl, 2 ml Tween, Aqua destilliert, pH 

8). Anschließend wird der Sekundärantikörper für 2 h hinzugegeben. Der Sekundärantikörper 

wird gemäß Herstellerangaben in 1 %-iger Milchpulverlösung verdünnt. Nach abgelaufener 

Inkubationszeit wird die Membran erneut dreimal für jeweils 10 min in TBS-T gewaschen. Für 

die Detektion wird die Membran mit ClarityTM Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories) 

vorbereitet. Die Detektion erfolgt in einer Geldokumentationskammer (DeVision DBOX, 

Decon DC Science Tec.) mit dem Kamerasystem (Cool Snap HQ2 Kamera, Photometrics) und 

der Software GelPro Analyzer (Media Cybernetics). Die Bildbearbeitung erfolgte mithilfe der 

Software Microsoft Powerpoint, ImageJ und GIMP. 

 

2.2.7 Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren der Proteinanalytik. Mittels Massenspektrometrie 

können Moleküle über ihr Masse-zu-Ladungs-Verhältnis (m/z) charakterisiert werden.  

Ein Massenspektrometer besteht aus einer Ionenquelle, einem Analysator und einem 

Detektor. Zur Probenvorbereitung wird zunächst ein proteolytischer Verdau durchgeführt. 

Durch die Zugabe einer Protease werden die großen komplexen Proteine in viele kleine 

Peptide zerlegt. Häufig verwendet wird Trypsin, eine Protease, die nach Lysin und Arginin 

spaltet (Trypsinverdau). Die entstandenen Peptide werden konzentriert und in der 

Massenspektrometrie analysiert. Für die Analyse müssen die Peptide in eine Gasphase 

überführt (Desorption) und ionisiert werden. Bei der Ionisation werden Peptiden-Ionen 

(elektrisch geladene Teilchen) generiert. Mit Hilfe eines starken elektrischen oder 

magnetischen Feldes werden diese Peptid-Ionen extrahiert und in den Analysator überführt. 

Hier befinden sie sich in einer stabilen Kreislaufbahn (Ionenfalle). Dort bewegen sie sich in 

einer bestimmten Frequenz, diese ist von ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis abhängig. 

Durch eine Änderung an dem angelegten elektrischen oder magnetischen Feld kann die 

Kreislaufbahn von Ionen mit einem bestimmtem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis destabilisiert 

werden. Diese Ionen verlassen die Ionenfalle und können am Detektor erfasst werden. 

Anhand des Nachweises charakteristischer Peptide kann auf das Vorliegen von Proteinen 

geschlossen werden.  

Die Massenspektrometrie erfolgt mit Isolaten aus Serumproben der CCI- und Sham-Gruppe. 

Die Serumproben sind mit einer PEG-Präzipitation und Ultrazentrifugation vorbehandelt. 



 25 

Die Massenspektrometrie und statistische Auswertung erfolgt in einem auswärtigen Labor 

(Proteome Research, AG Prof. Stühler) der Heinrich-Heine Universität Düsseldorf. 

 

  



Ergebnisse 
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3 Ergebnisse 

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse dargestellt.   

 

3.1 Neuropathie im Tiermodell: Chronic Constriction-Injury (CCI) 

Die Messung des Pfotenrückzugsschwellenwertes (PRS) der Versuchstiere erfolgt zu drei 

Zeitpunkten: 1. Messung (A) = Tag 0, 2. Messung (B) = Tag 14 postoperativ und 3. Messung (C) 

= Tag 28 postoperativ. In Tabelle 4 sind vergleichend die Mittelwerte des detektierten 

Pfotenrückzugsschwellenwertes über die Versuchsgruppen CCI und Sham dargestellt.  

 

Mean  Gesamt  CCI  Sham  

Messung A (Tag 0) 35,404 35,885 34,922 

Messung B (Tag 14) 27,9 21,812 34,857 

Messung C (Tag 28) 30,266 25,925 34,607 

Tabelle 4: Arithmetisches Mittel (Mean) des Pfotenrückzugschwellenwerts (PRS, in g) dargestellt an den drei 
Messzeitpunkten A (Tag 0), B (Tag 14) und C (Tag 28) für die gesamte Stichprobe (Gesamt) und die 
Versuchsgruppen Chronic Constriction Injury (CCI) und Sham. 

 

Die Hypothesentestung erfolgt mittels Varianzanalyse. Die Beantwortung der Frage, zwischen 

welchen Gruppen die Effekte signifikant ist erfolgt final im Rahmen einer Post-hoc-Testung 

mit Bonferroni-Korrektur (s. Tabelle 5, Signifikanzniveau ⍺	= 0,05 ).  

Im durchgeführten Test wird der Einfluss der Variable Messung mit F(2; 23) = 14:257; p < 0:01 

signifikant (MSE = 14:482), d.h. die Mittelwerte der verschiedenen Messzeitpunkte 

unterscheiden sich signifikant voneinander. Der Einfluss der Variable Gruppe ist mit F(1; 12) = 

14:762; p < 0:01 signifikant (MSE = 31:869), d.h. die Mittelwerte der Gruppen unterscheiden 

sich signifikant. Die Interaktion zwischen den Variablen Messung und Gruppe ist mit F(2; 23) 

= 12:095; p < 0:01 signifikant (MSE = 14:482), d.h. die Unterschiede der Mittelwerte zwischen 

den Messungen unterscheiden sich signifikant in Abhängigkeit von der Gruppe.  
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 Messung 1 (A) Messung 2 (B) 

Messung 2 (B)  0,011 ---- 

Messung 3 (C) 0,045 0,728 

Tabelle 5: Ergebnisse des Post-hoc Tests. Signifikanzniveau ⍺ = 0,05 (Korrekturmethode: Bonferroni) 

 

 

Diese Ergebnisse sind in den folgenden Grafiken (Abb. 6 – 8) dargestellt.  

 

 
Abb. 6: Pfotenrückzugschwellenwert (PRS, in g) der gesamten Stichprobe. Dargestellt an den drei 

Messzeitpunkten Tag 0 (A), Tag 14 (B) und Tag 28 (C)  

 

Wie in Abbildung 6 dargestellt verändert sich der PRS der gesamten Stichprobe über den 

Versuchszeitraum. In den Messungen nach 14 (B) bzw. 28 (C) Tagen ist der PRS im Vergleich 

zu Tag 0 (A, prä-operativ) herabgesetzt. Der PRS der Messungen an Tag 14 (B) und Tag 28 (C) 

unterscheidet sich dagegen kaum voneinander.  
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Abb. 7: Pfotenrückzugschwellenwert (PRS, in g) der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe (CCI) dargestellt an den 
drei Messzeitpunkten Tag 0 (A), Tag 14 (B) und Tag 28 (C) 

 

Wie in Abbildung 7 dargestellt ist der PRS der CCI-Gruppe an Tag 14 (B) herabgesetzt. Dies 

lässt den Rückschluss zu, dass durch die operative Manipulation am Nervus ischiadicus eine 

Symptomatik, die zu einer messbaren Verhaltensänderung führt, induziert werden konnte. Im 

Vergleich dazu zeigt die Sham-Gruppe (s. Abb. 8) ebenfalls eine herabgesetzte Schwelle, 

jedoch in deutlich geringerem Ausmaß.  

 

 
Abb. 8: Pfotenrückzugschwellenwert (PRS, in g) der Sham-Gruppe dargestellt an den drei Messzeitpunkten Tag 
0 (A), Tag 14 (B) und Tag 28 (C)   
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Zur Vollständigkeit folgt die deskriptive Statistik der Messwerte. 

Variable  Min  Max Mean  sd 

A 29,875 42 35,404 3,97 

B 15,833 40,833 27,9 8,288 

C 21,2 40,9 30,266 5,963 

Tabelle 6: Statistische Momente der gesamten Stichprobe, n = 16. Pfotenrückzugsschwellenwert in g.  
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung. A = Messung an Tag 
0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 

 

Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

A 32 35,167 39,417 0,112 16 

B 19,75 29,875 32,896 0,297 15 

C 26,375 29,125 33,975 0,197 14 

Tabelle 7: Statistische Momente der gesamten Stichprobe. Pfotenrückzugsschwellenwert in g.  
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
A = Messung an Tag 0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 

 

Variable  Min  Max Mean  sd 

A 30,833 42 35,885 4,357 

B 15,833 30 21,812 5,383 

C 21,2 31,9 25,925 3,474 

Tabelle 8: Statistische Momente Chronic-Constriction-Injury-Gruppe, n = 8. Pfotenrückzugsschwellenwert in g. 
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung. A = Messung an Tag 
0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 

 

Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

A 32,5 34,875 39,875 0,121 8 

B 18,458 19,75 25 0,247 8 

C 23,837 26,2 27,25 0,134 7 

Tabelle 9: Statistische Momente der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe. Pfotenrückzugsschwellenwert in g.     
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
A = Messung an Tag 0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 
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Variable  Min  Max Mean  sd 

A 29,875 40,333 34,922 3,776 

B 29,875 40,833 34,857 4,54 

C 28,05 40,9 34,607 4,581 

Tabelle 10: Statistische Momente der Sham-Gruppe, n = 8. Pfotenrückzugsschwellenwert in g.  
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung. A = Messung an Tag 
0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 

 

Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

A 31,875 35,167 37,083 0,108 8 

B 31,25 33,625 38,583 0,13 7 

C 32,05 34 37,6 0,132 7 

Tabelle 11: Statistische Momente der Sham-Gruppe. Pfotenrückzugsschwellenwert in g.  
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
A = Messung an Tag 0, B = Messung an Tag 14, C = Messung an Tag 28 

 

3.2 Partikelanalyse mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

Mittels NTA wird die Partikelkonzentration, die Partikelgröße und die Größenverteilung der 

vorhandenen Partikel in den Serumproben der CCI- und Sham-Versuchstieren gemessen. Die 

NTA wird zur Partikelcharakterisierung genutzt. Dabei werden die Brownsche 

Molekularbewegung, die zufällige Eigenbewegung der Partikel in Lösung und die gemessene 

Lichtstreuung der Partikel genutzt. Eine Software kann mithilfe der Diffusionskonstante und 

der Stokes-Einstein-Beziehung die Partikelgröße errechnen. Für die Analyse der 

Partikelgrößenverteilung wird die Partikelgröße der 10. Perzentile (X10), der 50. Perzentile 

(X50 = Medianwert), der 90. Perzentile (X90) und der Durchschnitt (Mean) bestimmt und 

zwischen den beiden Gruppen verglichen. Bei einer Partikelgröße auf der 10. Perzentile sind 

10% der gemessenen Partikel kleiner als dieser Wert und 90% der gemessenen Partikel größer 

als dieser Wert, bei der 90. Perzentile (X90) verhält es sich genau andersherum.  

 

 

Folgende Hypothesen werden formuliert und getestet: 
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1. Es gibt einen Unterschied zwischen der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe und Sham-

Gruppe bezüglich der Partikelkonzentration (in 1010 Partikel/ml) 

2. Es gibt einen Unterschied zwischen der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe und Sham-

Gruppe bezüglich der Partikelgröße (nm) und der Partikelgrößenverteilung (nm). Die 

Partikelgrößenverteilung wird untersucht in den Verteilungspositionen X10, X50, X90 

und Mean 

 

Der Unterschied in der Partikelkonzentration (in 1010 Partikel/ml) ist zwischen den beiden 

Gruppen nicht signifikant (s. Abb. 9), t(0.95,9 = 1,652, p = 0,13 (Signifikanzniveau p = 0,05). Die 

Varianzhomogenität (Levene-Test) liegt mit F(1,10) = 4,467, p = 0,061 vor. Eine 

Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) kann über beide Gruppen mit W = 0,946, p = 0,708 und 

W = 0,936, p = 0,626 angenommen werden. 

 

 

Abb. 9: Vergleich der Partikelkonzentration (in 1010 Partikel/ml) zwischen der Chronic-Constriction-Injury-
Gruppe (CCI) und der Sham-Gruppe gemessen mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

 

Zur Vollständigkeit folgt die deskriptive Statistik der Messwerte der Partikelkonzentrationen 

(in 1010 Partikel/ml).  

 

Variable  Min  Max Mean  sd 
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Conc. (1010P./ml) 11 120 51,5 33,835 

Tabelle 12: Statistische Momente der gesamten Stichprobe, n = 12. Messung der Partikelkonzentration (Conc.) 
in 1010 Partikel pro Milliliter (ml). Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = 
Standardabweichung 

 

Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

Conc.(1010P./ml) 26 48,5 70,75 0,657 12 

Tabelle 13: Statistische Momente der gesamten Stichprobe. Messung der Partikelkonzentration (Conc.) in 1010 
Partikel pro Milliliter (ml). Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = 
Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte 

 

 

Variable  Min  Max Mean  sd 

Conc. (1010P./ml) 20 120 66,5 38,899 

Tabelle 14: Statistische Momente Chronic-Constriction-Injury-Gruppe, n = 6. Messung der 
Partikelkonzentration (Conc.) in 1010 Partikel pro Milliliter (ml). Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = 
arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung 

 

Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

Conc.(1010P./ml) 36,25 67 91 0,585 6 

Tabelle 15: Statistische Momente der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe. Messung der Partikelkonzentration 
(Conc.) in 1010 Partikel pro Milliliter (ml). Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = 
Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte 

 

 

Variable  Min  Max Mean  sd 

Conc. (1010P./ml) 11 66 36,5 21,575 

Tabelle 16: Statistische Momente der Sham-Gruppe, n = 6. Messung der Partikelkonzentration (Conc.) in 1010 
Partikel pro Milliliter (ml). Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = 
Standardabweichung 
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Variable  Q1 Median Q3 VarK n 

Conc.(1010P./ml) 19 38 49,5 0,591 6 

Tabelle 17: Statistische Momente der Sham-Gruppe. Messung der Partikelkonzentration (Conc.) in 1010 
Partikel pro Milliliter (ml). Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = 
Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte 

 

 

Die Partikelgrößenverteilung ist in den gemessenen Verteilungspositionen (X10, X50, X90 und 

Mean) jeweils nicht signifikant bei einem Signifikanzniveau ⍺ = 0,05 (s. Abb. 10). 

a) X10: Die Varianzhomogenität (Levene-Test) liegt mit F(1,10) = 0,021, p = 0,888 vor. 

Eine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) kann über beide Gruppen mit W = 0,879, p 

= 0,266 und W = 0,972, p = 0,905 angenommen werden. Im durchgeführten t-Test ist 

der Unterschied zwischen der CCI- und Sham-Gruppe nicht signifikant bei t(0.95, 9) =  

-0,88, p = 0,399. 

b) X50: Die Varianzhomogenität (Levene-Test) liegt mit F(1,10) = 0,145, p = 0,711 vor. 

Eine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) kann über beide Gruppen mit W = 0,968, p 

= 0,877 und W = 0,891, p = 0,323 angenommen werden. Im durchgeführten t-Test ist 

der Unterschied zwischen der CCI- und Sham-Gruppe nicht signifikant bei t(0.95,9) =     

-0,831, p = 0,425. 

c) X90: Die Varianzhomogenität (Levene-Test) liegt mit F(1,10) = 0,748, p = 0,407 vor. 

Eine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) kann über beide Gruppen mit W = 0,85, p = 

0,158 und W = 0,929, p = 0,575 angenommen werden. Im durchgeführten t-Test ist 

der Unterschied zwischen der CCI- und Sham-Gruppe nicht signifikant bei t(0.95,9) =     

-0,092, p = 0,929. 

d) Mean: Die Varianzhomogenität (Levene-Test) liegt mit F(1,10) = 0,078, p = 0,786 vor 

Eine Normalverteilung (Shapiro-Wilk-Test) kann über beide Gruppen mit W = 0,847, p 

= 0,149 und W = 0,808, p = 0,069 angenommen werden. Im durchgeführten t-Test ist 

der Unterschied zwischen der CCI- und Sham-Gruppe nicht signifikant bei t(0.95,9) =     

-0,466, p = 0,651. 
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Die Konzentration der gemessenen Partikel im Vergleich zwischen der CCI- und Sham-Gruppe 

ergibt keinen signifikanten Unterschied (bei ⍺ = 0,05). Die arithmetischen Mittel für die beiden 

Gruppen (s. Tabellen 14 und 16) lassen jedoch eine Tendenz erkennen (CCI: 66,5 x 1010 

Particles/ml, Sham: 36,5 x 1010 Particles/ml). Rein deskriptiv betrachtet, liegt die 

Konzentration in der Gruppe der CCI-Versuchstiere über der der Sham-Gruppe. Diese 

Differenz lässt sich statistisch nicht bestätigen, könnte jedoch mit einer größeren Probengröße 

verifiziert werden. Auch über die verschiedenen Verteilungspositionen (X10, X50, X90, Mean) 

zeigt die Größe der gemessenen Partikel im Vergleich zwischen der CCI- und Sham-Gruppe 

keine signifikanten Unterschied (⍺ = 0,05). Die Verteilung der Partikelgröße ist somit ebenfalls 

nicht signifikant (s. Abb. 10). Die Medianwerte der beiden Gruppen (s. Tabellen 20 und 22) 

zeigen, dass Partikel mit einer medianen Größe von 187 nm messbar waren (CCI: 183 nm und 

Sham: 191 nm). Dieser Größenwert liegt, unter der Annahme es handelt sich um EVs, an der 

oberen Grenze von Exosomen (definiert bei 20 – 200 nm) und dem unteren Spektrum von 

Mikrovesikeln (definiert als 100 – 1000 nm). Das Spektrum der hier nachgewiesenen Partikel 

bewegt sich zwischen 109 nm (X10) bis 574 nm (X90). In dieses Größenspektrum passen neben 

MVs auch weitere nicht vesikuläre extrazelluläre Partikel (NVEPs) wie Aggregate aus EVs oder 

Aggregate aus EVs und Lipoproteinen. Das Serumprotein Albumin (ca. 10 nm) und 

Komplementfaktoren (3 – 10 nm) fallen unter die untere Detektionsgrenze des NTA. Ein 

Erythrozyt mit einer Größe von 7000 – 8000 nm befinden sich weit oberhalb der 

Nachweisgrenze. Lipoproteine mit einem Größenspektrum von 7 – 1200 nm dürften eher in 

aggregierter Form als einzeln nachgewiesen werden (eine potentielle Ausnahme stellen hier 

Chylomikronen dar). 
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Abb. 10: Vergleich der jeweiligen Partikelgröße (in nm) in den Verteilungspositionen X10 (a), X50 (b), X90 (c) 
und Mean (d) zwischen den beiden Versuchsgruppen Chronic-Constriction-Injury (CCI) und Sham.  
Gemessen mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA). 

 

 

Zur Vollständigkeit folgt die deskriptive Statistik der Messwerte der Partikelgrößenverteilung 

(in nm) in den Verteilungspositionen X10, X50, X90 und Mean (s. Tabelle 18 – 23).  

 

Größe (nm)  Min  Max Mean  sd 

X10 109,2 128,5 116,092 6,199 

X50 159,7 219,8 187,192 16,054 

X90 268,9 573,7 391,608 105,427 

Mean  196,7 276,5 236,675 31,603 

Tabelle 18: Statistische Momente der gesamten Stichprobe, n = 12. Partikelgrößenverteilung in nm.  
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung.  
X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 
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Größe (nm) Q1 Median Q3 VarK n 

X10 110,45 116,1 118,85 0,053 12 

X50 178,65 185,8 193,05 0,086 12 

X90 310,2 341,15 480,225 0,269 12 

Mean 210,05 225,4 268,975 0,134 12 

Tabelle 19: Statistische Momente der gesamten Stichprobe. Partikelgrößenverteilung in nm.  
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 

 

Größe (nm)  Min  Max Mean  sd 

X10 109,2 124,1 114,5 5,809 

X50 159,7 207,7 183,283 16,651 

X90 268,9 573,7 388,683 123,613 

Mean  196,7 276,5 232,267 35,128 

Tabelle 20: Statistische Momente Chronic-Constriction-Injury-Gruppe, n = 6. Partikelgrößenverteilung in nm. 
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung.  

X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 

 

Größe (nm) Q1 Median Q3 VarK n 

X10 109,875 113,5 116,9 0,051 6 

X50 176,75 180,3 192,175 0,091 6 

X90 312,35 334,95 469,825 0,318 6 

Mean 206,1 221,95 262,25 0,151 6 

Tabelle 21: Statistische Momente der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe. Partikelgrößenverteilung in nm.  
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 

 

Größe (nm)  Min  Max Mean  sd 

X10 109,7 128,5 117,683 6,688 

X50 171,7 219,8 191,1 15,908 

X90 289,2 528,7 394,533 95,665 

Mean  205,1 269,2 241,083 30,276 
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Tabelle 22: Statistische Momente der Sham-Gruppe, n = 6. Partikelgrößenverteilung in nm.  
Min = Minimum, Max = Maximum, Mean = arithmetisches Mittel, sd = Standardabweichung.  
X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 

 

Größe (nm) Q1 Median Q3 VarK n 

X10 113,425 116,95 120,55 0,057 6 

X50 184,8 189,6 191,925 0,083 6 

X90 318,45 384,3 459,225 0,242 6 

Mean 215,175 245,8 268,175 0,126 6 

Tabelle 23: Statistische Momente der Sham-Gruppe. Partikelgrößenverteilung in nm.  
Q1 = erstes Quartil, median = Median, Q3 = drittes Quartil, VarK = Variationskoeffizient, n = Anzahl Messwerte. 
X10 = 10. Perzentil, X50 = 50. Perzentil, X90 = 90. Perzentil, Mean = arithemetisches Mittel. 

 

3.3 Präzipitation mit Polyethylenglykol  

Die von der International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) veröffentlichten minimal 

Information for the study of extracellular vesicles (MISEV) von 2023 dienen als Leitfaden [26]. 

Es erfolgt eine Protein-basierte Charakterisierung des Isolats mittels Western Blot Verfahren. 

In den folgenden Western Blots (s. Abb. 11 - 14) werden nach der durchgeführten PEG-

Präzipitation das Isolat und der abpipettierte Überstand (jeweils drei Proben aus gepooltem 

Rattenserum) auf das Vorhandensein der Proteine tumor susceptibility gene 101 (TSG101), 

CD63, ApolipoproteinA1 (APOA1) und Albumin analysiert. 

In Abbildung 11 ist der Western Blot zur Detektion des Proteins TSG101 dargestellt. Für den 

hier verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe von 54 kDa zu erwarten. Orientierend 

an der Proteinleiter (links, in kDa) und der Positivkontrolle können drei jeweils deutlich 

abgrenzbare Banden auf Höhe des erwarteten Molekulargewicht (54 kDa) dargestellt werden. 

Die Banden zeigen sich in den Proben mit den isolierten EVs, dagegen zeigen sich in den 

Überständen keine Banden auf dieser Höhe. Dies deutet auf das Vorhandensein des Proteins 

tumor susceptibility gene 101 (TSG101) in den Isolaten hin.  
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Abb. 11: Nachweis des Proteins tumor susceptibility gene 101 (TSG101) nach Präzipitation mit 
Polyethylenglykol in Isolat und Überstand. Belichtungszeit 6 min. Positivkontrolle: 6 µg Protein 

 

In Abbildung 12 ist der Western Blot zur Detektion des Proteins CD63 dargestellt. Für den hier 

verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe von 27 kDa zu erwarten. Orientierend an der 

Proteinleiter (links, in kDa) können auf Höhe des erwarteten Molekulargewichts (27 kDa) drei 

gut abgrenzbare Banden dargestellt werden. Die Banden zeigen sich in den Proben mit den 

isolierten EVs, wohingegen sie auch in den Überständen schwach nachweisbar sind. Das 

Vorhandensein des Proteins CD63 in den Isolaten kann angenommen werden.  

 

      

Abb. 12: Nachweis des Proteins CD63 nach Präzipitation mit Polyethylenglykol in Isolat und Überstand. 
Belichtungszeit: 20 s. Positivkontrolle: 0,55 µg / µl 
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Der Western Blot zur Detektion von Albumin ist in Abbildung 13 dargestellt. Für den hier 

verwendeten Antikörper ist eine Bande bei 69 kDa zu erwarten. Vergleichend mit der 

Proteinleiter (links, in kDa) und der Positivkontrolle zeigen sich auf der Höhe von 69 kDa drei 

starke Banden in den Überständen. Dagegen zeigen die Proben aus den Isolaten keine 

Reaktion. Das Vorhandensein von Albumin in den Isolaten ist nicht zu beweisen, dagegen kann 

angenommen werden, dass Albumin im Überstand nachweisbar ist.  

 

 
Abb. 13: Nachweis des Proteins Albumin nach Präzipitation mit Polyethylenglykol in Isolat und Überstand  

 

In Abbildung 14 ist der Western Blot zur Detektion des Proteins APOA1 dargestellt. APOA1 ist 

ein mit HDL assoziiertes Apolipoprotein. Für den hier verwendeten Antikörper ist eine Bande 

auf Höhe von 27 kDa zu erwarten. Orientierend an Proteinleiter (links, in kDa) und der 

Positivkontrolle zeigen sich sowohl in den drei Proben aus dem Isolat als auch in den drei 

Proben aus den Überständen starke jeweils gut abgrenzbare Banden auf der Höhe des 

erwarteten Molekulargewichts (27 kDa). Damit ist das Vorhandensein von APOA1 in Isolat und 

Überstand anzunehmen.  
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Abb. 14: Nachweis des Proteins ApolipoproteinA1 (APOA1) nach Präzipitation mit Polyethylenglykol in Isolat 
und Überstand. Belichtungszeit 10 s. Positivkontrolle 20 µg Protein 

 

 

3.4 Ultrazentrifugation 

Um das Isolat nach der PEG-Präzipitation weiter aufzureinigen und die Konzentration von EVs 

in der Probe zu erhöhen, erfolgt eine Ultrazentrifugation. In den zwei folgenden Western Blots 

werden jeweils zwei Proben auf das Vorhandensein der Proteine TSG101 und CD63 analysiert. 

Die Proben beschriftet mit „vor UZ“ sind Isolate nach der PEG Präzipitation, die Proben 

beschriftet mit „nach UZ“ sind nach der PEG Präzipitation mit einer zusätzlichen 

Ultrazentrifugation behandelt worden. In Abbildung 15 ist der Western Blot zur Detektion des 

Proteins TSG101 dargestellt. Für den hier verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe 

von 54 kDa zu erwarten. Orientierend an der Proteinleiter (links, in kDa) können auf Höhe des 

erwarteten Molekulargewichts (54 kDa) eine gut abgrenzbare Bande in den Proben „vor UZ“ 

detektiert werden, wohingegen in den Proben „nach UZ“ nur schwache Banden zur 

Darstellung kommen. Ein Vorhandensein des Proteins TSG101 ist vor der UZ anzunehmen, 

nach der UZ zeigt sich ein schwächeres Signal, was auf ein vermindertes Vorhandensein des 

Zielproteins hinweisen kann.  

 



 41 

           

Abb. 15: Nachweis des Proteins tumor susceptibility gene (TSG101) in Isolaten aus gepooltem Rattenserum: 
Die Proben „vor UZ“ sind Isolate nach der Präzipitation mit Polyethylenglykol.  
Die Proben „nach UZ“ sind Isolate nach Präzipitation mit Polyethylenglykol und Ultrazentrifugation. 
Belichtungszeit: 5 min. Positivkontrolle: 15 µg Proteinmenge 

 

 

 

In Abbildung 16 ist der Western Blot zur Detektion des Proteins CD63 dargestellt. Für den hier 

verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe von 27 kDa zu erwarten. Orientierend an der 

Proteinleiter (links, in kDa) und der Negativkontrolle (rechts) können auf Höhe des erwarteten 

Molekulargewichts (27 kDa) vier Banden detektiert werden. Die entsprechenden Banden 

zeigen sich in den Proben ohne Behandlung mit Ultrazentrifugation („vor UZ“) schwächer als 

in den Probe nach PEG-Präzipitation und Ultrazentrifugation („nach UZ“). Anhand dieser 

Ergebnisse kann angenommen werden, dass das Protein CD63 sowohl nach der Behandlung 

mit einer PEG-Präzipitation („vor UZ“) als auch nach der mehrstufigen Behandlung mittels 

PEG-Präzipitation und Ultrazentrifugation („nach UZ“) im Isolat vorhanden ist.   
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Abb. 16: Nachweis des Proteins CD63 in Isolaten aus gepooltem Rattenserum:  
Die Proben „vor UZ“ sind Isolate nach der Präzipitation mit Polyethylenglykol. Die Proben „nach UZ“ sind 
Isolate nach der Präzipitation mit Polyethylenglykol und Ultrazentrifugation. Belichtungszeit: 1 min. 
Negativkontrolle: Poolserum 

 

 

 

3.5 Size Exclusion Chromatography (SEC) 

Die Size Exclusion Chromatography (SEC) separiert Moleküle nach ihrer Größe in einem 

porösen Trennmedium (hier verwendet SephadexTM G-100). Große Partikel können die Poren 

nicht passieren, laufen folglich im Randbereich der Säule durch und eluieren früh. Kleinere 

Partikel können die Poren passieren und eluieren später. Über die unterschiedlichen 

Elutionszeiten werden die Partikel in den Fraktionen aufgetrennt aufgefangen. Kleinere 

Partikel, wie das HDL (7 – 13 nm) sollten in den späteren Fraktionen eluieren, größere Partikel 

wie die EVs (20 – 200 nm) passieren im Randbereich, da sie zu groß für die Poren des 

Trennmediums sind und eluieren in den frühen Fraktionen. SephadexTM G-100 hat einen 

Fraktionierungsbereich zwischen 4 – 150 kDa. Bei der Isolation von extrazellulären Vesikeln 

aus Blutplasma- oder Serum ist die Co-Isolation von Lipoproteinen ein bekanntes Phänomen 

[17]. Mittels Size exclusion chromatography (SEC) soll eine Größenauftrennung von 

extrazellulären Vesikeln und Lipoproteinen (HDL) erreicht werden. In Abbildung 17 ist der 

Western Blot zur Detektion des Proteins APOA1 nach der Behandlung von gepoolten 

Serumproben (Ratte) mittels PEG-Präzipitation und anschließender SEC. Für den hier 

verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe von 27 kDa zu erwarten. Orientierend an der 

Proteinleiter (rechts, in kDa) und Positivkontrolle (rechts) zeigen sich in allen eluierten 
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Fraktionen (von links an beginnend mit den früh eluierten Fraktionen) eine jeweils starke und 

gut abgrenzbare Bande auf Höhe von 27 kDa. Es ist stark davon auszugehen, dass in allen 

eluierten Fraktionen das Protein APOA1 nachweisbar ist und somit keine nachweisbare 

Auftrennung erreicht werden konnte. Für den Nachweis einer funktionierenden Auftrennung 

hätte APOA1 lediglich in den frühen Fraktionen (links) jedoch nicht mehr in den späten 

Fraktionen (rechts) nachweisbar sein sollen.  

 

      

Abb. 17: Nachweis des Proteins ApolipoproteinA1 (APOA1) in einem Isolat aus gepooltem Rattenserum nach 
Präzipitation mit Polyethylenglykol und Size Exclusion Chromatography mit SephadexTM G-100. 
Belichtungszeit: 10 min. Positivkontrolle: 20 µg Proteinmenge  

 

Zusätzlich wurden die in der SEC eluierten Fraktionen auf das Vorhandensein des Proteins 

TSG101 analysiert. Für den hier verwendeten Antikörper ist eine Bande auf Höhe von 54 kDa 

zu erwarten. Wie in Abbildung 18 dargestellt zeigen sich hier auf Höhe des erwarteten 

Molekulargewichts jeweils gleichmäßig schwache Banden über alle eluierten Fraktionen. Es 

kann angenommen werden, dass TSG101 im Isolat über die eluierten Fraktionen nachweisbar 

ist.  
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Abb. 18: Nachweis des Proteins tumor susceptibility gene 101 (TSG101) in einem Isolat aus gepooltem 
Rattenserum nach Präzipitation mit Polyethylenglykol und Size Exclusion Chromatography mit SephadexTM G-
100. Belichtungszeit: 10 min. Positivkontrolle: 20 µg Proteinmenge 

 

 

 

3.6 Massenspektrometrie  

In der massenspektrometrischen Untersuchung lassen sich insgesamt keine differentiell 

exprimierten Proteinen zwischen der Chronic-Constriction-Injury-Gruppe und Sham-Gruppe 

nachweisen. Tabelle 24 zeigt die 18 meist abundanten Proteine. Die vollständigen Daten sind 

im Anhang eingefügt (s. Tabelle 25). 

 

Protein Name Protein ID Peptide Mean CCI  Mean Sham  t-Test 
CCI/Sham 

Apolipoprotein B-100 Q7TMA5 267 1704700000 1869500000 -0,632 

Komplementfaktor C3 MORBF1 142 4126420000 3342020000 1,198 

Anastellin A0A096P6L8 118 1773470000 2041150000 0,771 

Fibronectin F1LST1 117 156308000 190867000 -0,205 

Myosin-6 G3V6P7 114 94636400 77772800 0,596 

Filamin A C0JPT7 111 165086000 156880000 0,184 

Talin 1 G3V852 105 112933000 96903500 0,455 

Komplementfaktor C4 P08649 93 2344430000 1787420000 1,650 
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Komplementfaktor C4a A0A0G2JW12 91 18676500 17726600 -1,880 

Komplementfaktor C5 P08650 86 351383000 350938000 0,062 

Komplementfaktor C4b Q6MG90 86 185692000 186228000 -0,007 

Komplementfaktor H  G3V9R2 78 1869720000 1598530000 1,061 

Thrombospondin 1 A0A0G2JV24 75 7387170000 7046720000 0,036 

Multimerin 1 D4A3E0 44 178690000 179060000 -0,110 

Alpha-2-Makroglobulin P06238 43 73879700 67785700 0,271 

Von Willebrandt Faktor F1M957 43 29120200 23507200 0,824 

Komplementfaktor C6 Q811M5 43 94031500 100517000 -0,314 

Albumin  P02770 41 172092000 134328000 1,170 

Tabelle 24: Ausschnitt aus der massenspektrometrischen Analyse mit den 18 meist abundanten Proteinen 
sortiert in absteigender Reihenfolge nach der absoluten Menge der detektierten Peptide (CCI = Chronic-
Constriction-Injury). Statistische Auswertung (t-Test/SAM-Analyse Statistik (SAM = Significance Analysis of 
Microarrays) zwischen den beiden Versuchsgruppen (Chronic-Constriction-Injury und Sham) mit False 
Discovery Rate (FDR) 5 %, Standard Error (So) 0,1. 

 

Das meist abundante Protein ist das Apolipoprotein B (APOB). Desweiteren konnten mehrere 

Komplementfaktoren (Komplementfaktor C3, C4 und seine Spaltprodukte C4a und C4b, C5, 

C6 und H) nachgewiesen werden. Komplementfaktoren sind Proteine des unspezifischen 

Immunsystems und dienen der Abwehr von Krankheitserregern. Die Proteine von Willebrandt 

Faktor (vWF) und Multimerin-1 sind an der Hämostase beteiligt. Fibronectin ist ein 

Glykoprotein der Extrazellulärmatrix und fungiert als Adhäsionsmolekül, Anastellin ist ein 

Fragment des Fibronectins. Thrombospondin ist ebenfalls ein Glykoprotein der 

Extrazellulärmatrix und hemmt u.a. als Tumorsuppressorgen die Angiogenese. Filamin A ist an 

der Stabilisierung und Vernetzung des intrazellulären Aktin-Zytoskeletts beteiligt. Das Protein 

Talin 1 spielt eine Rolle bei der Zelladhäsion. Myosin-6 ist ein Motorprotein und katalysiert 

den intrazellulären Transport von Vesikeln entlang von Aktinfilamenten. Alpha-2-

Makroglobulin ist ein Akute-Phase-Protein und wird im Rahmen von Gewebeschädigungen 

oder akuten Entzündungen vermehrt freigesetzt. Albumin ist das höchst abundante Protein 

im Blut und an der Aufrechterhaltung des kolloidosmotischen Drucks im Gefäßsystem 

beteiligt.  

Die vorgängig mittels Western Blot Analyse nachgewiesenen Proteine CD63 und TSG101 

finden sich in der massenspektrometrischen Analyse nicht wieder. Dagegen kann  das Protein 
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Albumin nachgewiesen werden. Die Ergebnisse zeigen zudem das Vorhandensein mehrerer 

Apolipoproteine, darunter die Apolipoproteine APOA1, APOA4, APOC1, APOC2, APOC3 und 

APOC4 sowie APOE  (s. vollständige Auswertung Tabelle 25).  

Die Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung können auch für die Evaluation 

der Isolationsmethode zur Isolation von EVs herangezogen werden. Die in den Vorversuchen 

mittels Western Blot Verfahren nachgewiesenen Markerproteine CD63 und TSG101 lassen 

sich in der massenspektrometrischen Analyse der Versuchstiere nicht nachweisen. Dafür 

gelingt der Nachweis des mit EVs assoziierten Proteins CD9. Ebenfalls gegenläufig zu den 

Vorversuchen sind mit den Serumproteinen APOA1 und Albumin zwei der häufigen 

Kontaminanten nachweisbar.  

Zur weiteren Charakterisierung des Isolats eignet sich ein Abgleich mit den etablierten 

Datenbanken. Ergebnisse bisheriger Proteomanalysen von EVs können in öffentlich 

zugänglichen Online-Datenbanken wie „Vesiclepedia“ oder „ExoCarta“ eingepflegt und 

gesammelt werden. So sind zurzeit > 9700 (Stand: 01.2025) verschiedene Proteine dort 

gelistet [26, 28, 73-77]. Dies veranschaulicht die Komplexität und hohe funktionelle Diversität 

dieser Vesikel [41]. Zur Validierung der Ergebnisse der hier durchgeführten 

Massenspektrometrie sind nachfolgend (s. Abb. 19) die 20 meist abundanten Proteine der 

Datenbanken Vesiclepedia und ExoCarta vergleichend aufgeführt. Im Überblick kann 

festgestellt werden, dass beide Datenbanken grob das gleiche Proteinprofil abbilden. Im 

Vergleich mit der hier durchgeführten Proteomanalyse können acht von 20 Proteinen der 

Vesiclepedia-Datenbank und zehn von 20 der Proteine der ExoCarta-Datenbank (jeweils mit 

einem grünen Feld markiert) nachgewiesen werden. Das in der Etablierung verwendete 

Protein CD63 ist in beiden Datenbanken das am häufigsten in EVs nachgewiesene Protein, 

TSG101 liegt jeweils unter den fünf am häufigsten nachgewiesenen Proteinen (s. Abb. 19). 
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Abb. 19: Abgleich der massenspektrometrischen Analyse mit den Proteindatenbanken Vesiclepedia und 
ExoCarta bezüglich des Vorhandenseins von häufig in EVs nachgewiesenen Proteinen.   

(Quelle: http://microvesicles.org/extracellular_vesicle_markers; Quelle: http://exocarta.org/exosome_markers_new; Zugriff 

auf die Datenbanken jeweils am 08.01.25 um 16Uhr) 

  

http://microvesicles.org/extracellular_vesicle_markers
http://exocarta.org/exosome_markers_new
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4 Diskussion  

Nach Darstellung der Ergebnisse werden folgende Schlussfolgerung zur Diskussion definiert:  

1. Das Chronic-Constriction-Injury-Modell induziert eine messbare Symptomatik in den 

Versuchstieren  

2. Im Kontext einer induzierten Neuropathie verändern sich die Partikelgröße und die 

Partikelkonzentration im Serum 

3. Ein mehrstufiges Isolationsverfahren bestehend aus einer Präzipitation mit 

Polyethylenglykol und einer Ultrazentrifugation kann, orientierend an den MISEV23 

Guidelines, EVs anreichern  

4. Die Size Exclusion Chromatography kann Lipoproteine und EVs nicht voneinander 

auftrennen 

5. Es können keine differentiell exprimierten Proteine zwischen der Chronic-Constriction-

Injury-Gruppe und der Sham-Gruppe identifiziert werden 

 

4.1 Neuropathie im Tiermodell: Chronic-Constriction-Injury (CCI) 

Der Pfotenrückzugsschwellenwert (PRS; gemessen in g) ist kein definierter, absolut 

festgelegter Wert. Er beschreibt die minimale mechanische Intensität (in g) die aufgebracht 

werden muss, um eine Rückzugsreaktion der Hinterpfote auszulösen. Vergleichend mit einer 

Kontrollgruppe kann so eine Verhaltensänderung gemessen werden, die in diesem Falle durch 

die induzierte Schmerzsymptomatik erklärt werden kann. Die Ergebnisse zeigen, dass es einen 

signifikanten Unterschied des PRS in Abhängigkeit der Gruppenzugehörigkeit und des 

Messzeitpunktes besteht (s. Kapitel 3.1). Es liegt somit eine messbare mechanische 

Hyperalgesie in der CCI-Gruppe vor. Somit kann bestätigt werden, dass das CCI-Modell eine 

messbare Symptomatik in den Versuchstieren induzieren kann. Die klinische Präsentation von 

neuropathischen Schmerzen ist jedoch komplex und vereint viele verschiedene 

Symptomatiken. Dieser Komplexität kann das CCI-Modell nicht vollumfänglich gerecht 

werden, da hier gezielt eine Symptomatik, die mechanische Hyperalgesie, induziert wird und 

beurteilt werden kann.  

Für die Erforschung von neuropathischen Schmerzen existieren verschiedene etablierte 

Tiermodelle, die sich jeweils nach der Art (bspw. traumatisch, metabolisch) und dem Ort 
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(zentral, peripher) der induzierten Schädigung unterscheiden [78]. Das hier verwendete CCI-

Modell geht auf Bennett et al. [68] zurück und induziert eine unilaterale periphere 

Mononeuropathie (des Nervus ischiadicus) [69, 78, 79]. In der Literatur wird dieses Modell als 

verlässlich und gut reproduzierbar beschrieben [79]. Voraussetzung für valide Messergebnisse 

ist das exakte Platzieren des Von-Frey-Filamentes im sensiblen Innervationsgebiet des Nervus 

ischiadicus. Mit dem Ziel eine partielle Nervenschädigung zu induzieren werden vier lose 

Ligaturen um den Nervus ischiadicus platziert [68]. Diese Ligaturen sollen gerade so eng 

anliegen, dass sie den Umfang des Nervens reduzieren, jedoch ohne die epineurale 

Blutzirkulation komplett zu unterbinden [80], die Lockerheit der gesetzten Ligaturen kann die 

Ausprägung des Phänotyps beeinflussen [81]. Dies ist entscheidend um einerseits die 

gewünschte Symptomatik zu induzieren und andererseits die Innervation der Extremität für 

die nachfolgenden Tests zur Detektion der mechanischen Hyperalgesie zu erhalten [82]. 

Anhand der messbaren Verhaltensänderungen der Versuchstiere kann sekundär auf die 

induzierte Symptomatik zurückgeschlossen werden [79]. Typischerweise entwickeln die 

Versuchstiere innerhalb der ersten Woche Verhaltensänderungen, die ihren Höhepunkt in der 

zweiten Woche erreichen und für mindestens sieben Wochen persistieren [78]. Der ideale 

Messzeitpunkt für die Neuropathie ist nach 14 Tagen, hier sind die Symptomatiken gut 

ausgeprägt und die begleitende Entzündungsreaktion des Gewebes durch die stattgehabte 

Präparation der Haut- und Weichteile in ausreichendem Maße abgeklungen [80, 83]. In 

verschiedenen Studien variiert die Anzahl der gesetzten Ligaturen, die Verwendung von einer, 

zwei, drei oder vier Ligaturen induziert eine vergleichbare und jeweils ausreichende 

neuropathische Symptomatik [80]. Als physiologische Reaktion auf die traumatische 

Manipulation durch das Legen der Ligaturen am Nervus ischiadicus bildet sich ein 

intraneurales Ödem, welches die Nervenfasern komprimiert. Einige der Axone gehen 

zugrunde und es entsteht eine lokale Entzündungsreaktion [80, 82, 84]. Eine 

Entzündungsreaktion führt zu einem lokalen Sensibilisierungsprozess. Die 

Entzündungsreaktion ist die primäre natürliche Antwort des Organismus auf einen 

Zellschaden und zielt u.a. darauf ab die geschädigten Strukturen abzubauen und den 

Reparaturprozess zu initiieren [85]. Durch das Trauma kommt es ab dem dritten Tag zu einer 

ortho- und retrograden Degeneration der betroffenen Axone [86], von denen die orthograde 

Degeneration (sog. Wallersche Degeneration) prominenter ausgeprägt ist [80, 87]. Die 

degenerierten zellulären Strukturen schrumpfen und kollabieren, die Myelinscheide löst sich 
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ab und es kommt zu einer segmentalen Demyelinisierung. Schwannzellen und ortsständige 

Makrophagen produzieren Entzündungsmediatoren, Makrophagen werden mobilisiert und 

phagozytieren den entstandenen Zelldebris und Myelin. Es folgt die Regeneration des Axons 

[80]. Methodisch zu beachten ist, dass das Zurückziehen der Pfote ein spinaler Reflex ist und 

nicht zwangsläufig mit dem subjektiven Schmerzempfinden gleichzusetzen ist [88]. 

Veränderungen in der Reizschwelle sind daher eher mit einer Sensibilisierung der peripheren 

und spinalen nozizeptiven Strukturen zu erklären. Ein vermehrtes Stressempfinden durch das 

Erleben der Symptomatik kann sich auch auf das Verhalten der Versuchstiere auswirken.  

 

4.2 Quantitative Partikelanalyse mittels Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 

Insgesamt betrachtet ist in der CCI-Gruppe eine höhere Partikelkonzentration zu sehen, 

während die Partikelgröße in der Sham-Gruppe niedriger ausfällt. Über die verschiedenen 

Verteilungspositionen hinweg ist die Tendenz zu beobachten, dass die gemessene 

Partikelgröße in der CCI-Gruppe unter der Partikelgröße der Sham-Gruppe liegt.  

Verschiedene Faktoren können Größe und Konzentration von EVs im Serum beeinflussen [89]. 

Es ist bekannt, dass im Rahmen eines chronischen Entzündungsprozesses im Organismus eine 

erhöhte EV-Konzentration und ein verändertes EV-Spektrum im Blutkreislauf vorliegen kann 

[89]. Zudem ist beschrieben, dass die Menge an EVs in der Blutzirkulation mit der Höhe des C-

reaktiven Proteins (CRP, einem Entzündungsparameter korreliert [90]. Durch die 

Manipulation im Gewebe und das Setzen der Ligaturen um den Nervus ischiadicus wird eine 

anhaltende Entzündungsreaktion induziert und Entzündungsmediatoren freigesetzt. Darüber 

hinaus ist es möglich, dass bereits frühe Regenerationsprozesse stattfinden. CRP ist zudem in 

der akuten Phase einer Entzündung erhöht und sein Gehalt sinkt nach 6 – 10 h wieder ab. Da 

zwischen der zweiten Operation der Versuchstiere (Tag 14, B) und der Probengewinnung 14 

Tage liegen, ist jedoch davon auszugehen, dass die akute Entzündungsreaktion bereits 

abgeklungen sein sollte. Demnach sollte eine akute Entzündungsreaktion als direkte Folge der 

Nervenläsion nicht als Ursache für Veränderungen der Vesikelkonzentration und -größe in 

Frage kommen. Der Entnahmezeitpunkt des Probenmaterials und die damit einhergehende 

Entzündungsreaktion in den Versuchstieren ist demnach eine beeinflussbare Variable. Die 

Messung wurde vor dem Isolationsprozess durchgeführt, somit muss bedacht werden, dass 

die hier nachgewiesenen und gemessenen Partikel möglicherweise zum größeren Teil den 
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nicht vesikulären extrazellulären Partikeln (NVEPs) zuzuordnen sind bzw. die EVs, die sich zu 

einem geringen Teil darunter befinden, „maskiert“ werden können [52]. Es muss 

angenommen werden, dass die nachgewiesenen Partikel eine Mischung aus EVs und NVEPs 

darstellen. Der NTA wird hier vor der Präzipitation durchgeführt. Das Präzipitat PEG kann 

einen elektronenmikroskopisch sichtbaren Film auf der Oberfläche der EVs bilden und somit 

weitergehenden Analysen beeinflussen [71]. Die NTA misst alle in Lösung liegenden Partikel 

und kann nicht zwischen EVs und anderen größengleichen Nanopartikeln unterscheiden [26, 

28, 52]. Daher stellt insbesondere Probenmaterial mit einem hohen Proteingehalt im 

Hintergrund eine methodische Herausforderung dar [91]. Partikel ähnlicher Größe (wie EVs, 

Lipoproteine, Proteinaggregate) und co-isolierte Partikel führen zu Messungenauigkeiten. Die 

untere technische Nachweisgrenze liegt bei ca. 30 nm, damit überschneidet sich die untere 

Nachweisgrenze mit dem Größenspektrum von kleinen EVs und diese werden nicht detektiert, 

sodass das Vorhandensein dieser sEVs möglicherweise unterschätzt wird [53].  

Bezüglich Größe und Konzentration von EVs liegen kaum vergleichbare Studien vor. Es ist 

beschrieben, dass nach Induktion von neuropathischen Schmerzen sowohl die Konzentration 

als auch die Größe von EVs im Vergleich mit einer Kontrollgruppe signifikant größer sind (CCI, 

Plasma) [92]. Diese Ergebnisse sind jedoch nur bedingt vergleichbar, da die EVs hier nach einer 

Isolation mittels Ultrazentrifugation charakterisiert wurden.  

 

4.3 Präzipitation mit Polyethylenglykol  

Nach der durchgeführten mehrschrittigen Präzipitation mit Polyethylenglykol wurde das Isolat 

mittels Western Blot Verfahren charakterisiert. Die Charakterisierung erfolgt nach den 2023 

definierten Minimal Information for the Study of extracellular Vesicles (MISEV) definierten 

Standards der International Society for Extracellular Vesicles (ISEV). Die Ergebnisse zeigen, 

dass orientierend an den oben genannten experimentellen Standards die 

Präzipitationsmethode mit Polyethylenglykol EVs anreichern kann. Mit CD63 uns TSG101 

können zwei mit EVs assoziierte Proteine mittels Western Blot im Isolat nachgewiesen 

werden. Aktuell existiert kein generischer EV-Marker und auch keine verlässlichen 

Markerproteine, welche die einzelnen EV-Subtypen voneinander unterscheiden können [26]. 

Es konnten einige mit EVs assoziierte Proteine identifiziert werden. Als Konsequenz ihres 

Bildungsmechanismus enthalten EVs zytosolische Proteine, wie Proteine des Zytoskeletts 
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(bspw. Aktin, Vimentin, Annexine, Chaperone), Proteine die mit dem endosomalen System 

assoziiert sind sowie Proteine des ESCRT-Komplexes (u.a. TSG101, ALIX), welcher an der 

Bildung von EVs beteiligt ist [46]. Die Biogenese von Exosomen beginnt im endosomalen 

System einer Zelle mit der Abschnürung von intraluminalen Vesikel (ILVs) in das Innere eines 

Endosoms. Dieses reift zu einem multivesicular body (MVB), welches mit Hilfe des Zytoskeletts 

zur Zellmembran transportiert wird und mit dieser fusioniert [24]. Dabei werden die Vesikel 

als Exosomen in den Extrazellularraum abgegeben [24]. Dieser Prozess wird durch den 

endosomal sorting complex required for transport (ESCRT-Komplex) katalysiert, einer 

Proteinmaschinerie bestehend aus vier in Serie geschalteten Proteinkomplexen und weiteren 

akzessorischen Proteinen [24, 43, 93-95]. Die Komplexe 0 – II katalysieren die Einsortierung 

des Vesikelinhalts, der Komplex III die Fusion und Abschnürung an der Zellmembran [24, 96]. 

TSG101 ist ein akzessorisches Protein und Bestandteil des Komplex 0, es katalysiert dessen 

Interaktion mit dem Komplex I [24]. Zudem sind EVs angereichert an Tetraspaninen wie CD9, 

CD37, CD53, CD63, CD81 und CD82 [97, 98]. Tetraspanine sind Transmembranproteine und 

sind an der endosomalen- und der Plasmamembran in Mikrodomänen angereichert [24, 99]. 

Da bestimmte Tetraspanine wiederholt in Exosomenisolaten nachgewiesen wurden, 

definierte man diese als spezifische Markerproteine für EVs [17, 38, 98]. Dies konnte in den 

folgenden Jahren widerlegt werden. Tetraspanine wie CD9, CD63 und CD82, daneben auch 

ALIX und weitere ESCRT-Proteine, die zu den häufig verwendeten „Exosomenmarkern“ 

zählten, konnten vielmehr in einem breiten Spektrum von EVs nachgewiesen werden [40, 

100]. Tetraspanine kommen an der Zellmembran vor und können deshalb auch in Vesikeln 

anderer Subpopulationen, welche sich über die Zellmembran abschnüren, vorkommen [98].  

Die Präzipitation mit Polyethylenglykol ist ein akzeptiertes [50], günstiges [101], einfach 

umzusetzendes und zugleich schonendes Verfahren, um EVs aus Probenmaterial wie Serum 

zu isolieren [28]. Im Vergleich mit den aktuell angewandten Isolationsmethoden für EVs zeigt 

sich, dass diese Methode die prozentual höchste Ausbeute für EVs bietet [28, 53]. Diese 

vergleichbar hohe Ausbeute ist jedoch auch dadurch bedingt, dass die Präzipitation ein eher 

unspezifisches Verfahren ist. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass die Menge an co-isolierten 

Proteinen (Kontaminanten) aus dem Serum wie bspw. von Lipoproteinen hoch ist [28, 53, 59, 

101]. Diese Kontamination kann das Ergebnis von nachstehenden Analysen wie bspw. einer 

Proteomikanalyse beeinflussen [59]. Durch das Präzipitat (PEG) wird zudem auch eine gewisse 

Verunreinigung und Aggregatbildung von EVs in Kauf genommen. Weng et al. konnten mittels 
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Elektronenmikroskopie darstellen, dass die Zugabe von PEG für die Isolation zu einer 

Aggregatbildung (zwischen EVs und weiteren Proteinen) führt und das Präzipitat einen sicht- 

und messbaren Film auf der Vesikeloberfläche hinterlässt [71]. Durch diese Aggregatbildung 

können sich (aggregierte) Proteine der weiteren Separation entziehen. Diese Verunreinigung 

kann auch die Ergebnisse nachstehender Analysen beeinflussen [101], weshalb weitere 

Aufreinigungsschritte sinnvoll werden [59]. Für eine Proteomikanalyse ist es letztendlich 

erforderlich, eine möglichst hohe und spezifische Anreicherung mit der größtmöglichen 

Depletion von störenden Kontaminanten zu erreichen. 

Es kann diskutiert werden, ob die nachgewiesenen Lipoproteine eine andere Ursache haben 

können. Toth et al. konnten zeigen, dass sich eine Proteincorona an der Vesikeloberfläche 

bildet, sobald diese sezerniert werden (mEVs, 100 – 400 nm, Plasma) [102]. In diesem Kontext 

konnten neun Proteine identifiziert werden, welche an der Bildung dieser Proteincorona 

beteiligt sind: Apolipoprotein A1 (APOA1), Apolipoprotein B (APOB), Apolipoprotein C3 

(APOC3), Apolipoprotein E (APOE), Komplementfaktor 3 und 4B (C3, C4B), Fibrinogen-⍺-Kette, 

Immunoglobulin-Schwerkette g2 und g4 [102]. Lipoproteine sind demnach ein wesentlicher 

Bestandteil dieser Proteincorona. Somit ist zu hinterfragen, inwieweit die nachgewiesenen 

Lipoproteine im Isolat eine echte Kontamination darstellen, Teil der Vesikelcorona sind oder 

zum Proteom der EVs gehören. Diese Differenzierung scheint zum jetzigen Zeitpunkt 

unmöglich. Somit stehen jedoch mehrere Erklärungen im Raum, weshalb Lipoproteine als 

Kontaminanten in den Isolaten von vielen verschiedenen Studien beschrieben wurden [102, 

103]. Zu berücksichtigen ist außerdem, dass Proteine des Fettstoffwechsels und Akute-Phase-

Proteine in der Regenerationsphase nach einer traumatischen Verletzung eines peripheren 

Nervens heraufreguliert sein können [104]. Es wird vermutet, dass diese Proteincorona die 

Mobilität der Vesikel [105] sowie auch deren Größe [106] und Dichte [102] beeinflussen kann. 

Vieles spricht dafür, dass diese Erkenntnisse bezüglich der Vesikelcorona für alle EV-Subtypen, 

wie auch sEVs gelten [102]. Bei der Zugabe von LDL-Partikeln zu isolierten EVs konnte gezeigt 

werden, dass sich spontan eine LDL-Korona um diese EVs bildet [55]. Ungeklärt ist weiterhin, 

inwieweit die Zusammensetzung der Proteincorona spezifisch ist oder sich zufällig auf der 

Vesikeloberfläche bildet und welche Rolle diese Proteine auf der Vesikeloberfläche für die 

Interaktion mit der Umgebung und die Aufnahme in eine Zielzelle spielen. Dieses Phänomen 

der Bildung einer Oberflächencorona aus Proteinen ist bereits in anderen Kontexten bekannt, 
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bspw. die Bildung einer Proteinkorona in biologischen Flüssigkeiten um Viruspartikel wie bei 

dem Herpes-Simplex-Virus (HSV) oder dem Respiratorischen-Synzytial-Virus (RSV) [107].  

 

4.4 Ultrazentrifugation (UZ) 

Die Ultrazentrifugation ist die am häufigsten verwendete Methode zur Isolation von 

extrazellulären Vesikeln [50]. Sie ist eine gut verfügbare und kosteneffiziente Methode und 

für große Probenvolumina geeignet. Bei der Verwendung von Probenmaterial mit einer 

komplexen Zusammensetzung ist es etabliert mehrere isolationsverfahren schrittweise zu 

kombinieren [50]. Gemäß Literatur können sEVs bei Zentrifugalkräften von 100.000 – 

200.000g separiert werden [108]. Da die Ultrazentrifugation ebenfalls eine unspezifische 

Methode ist, können auch hier NVEPs mit angereichert werden [28], bezüglich der EV-recovery 

sind in der Literatur stark schwankende Werte zwischen 2 % und 80 % (im Vergleich dazu die 

PEG Präzipitation mit 90 %) angegeben [28]. Gemäß Literatur ist auch bei der 

Ultrazentrifugation alleine keine exakte Auftrennung der Partikel zu erreichen [28]. Bei hohen 

g-Kräften können die Vesikel Aggregate von unterschiedlicher Morphologie bilden [26, 28, 

109] und bei g-Kräften ab 120.000 g rupturieren [58]. 

 

4.5 Size Exclusion Chromatography (SEC) 

Die Size Exclusion Chromatography (SEC) hat zum Ziel, das Polymer aus dem Isolat 

auszuwaschen [59] sowie Lipoproteine (APOA1-positives HDL) und EVs aufzutrennen. Die SEC 

ist ein schonendes [101] Verfahren zur Größenauftrennung. Deregibus et al. zeigten in einem 

vergleichbaren Versuchsaufbau, dass durch eine SEC eine Reduktion von APOA1 erreicht 

werden kann [72]. Die in Vorversuchen durchgeführte SEC zeigt hier keine Auftrennung von 

Lipoproteinen und EVs. Zu erwarten gewesen wäre ein Nachweis von HDL (über APOA1) in 

den früh eluierten Fraktionen, bei gleichzeitigem Nachweis von TSG101 als Vesikelmarker in 

den spät eluierten Fraktionen. Wie in den gezeigten Western Blots zu entnehmen, sind über 

alle eluierten Fraktionen das mit HDL assoziierte Lipoprotein APOA1 und auch der 

Vesikelmarker TSG101 in gleichbleibender Intensität nachweisbar. Die durchgeführte SEC 

konnte keine nachweisbare Auftrennung von EVs und APOA1-positiven HDL realisieren. 

Neben den überlappenden Dichteeigenschaften von EVs und HDL müssen zudem die im 
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Serum vorliegenden Mengenverhältnisse berücksichtigt werden. Die Konzentration von HDL 

übersteigt die von EVs im Serum um ein Vielfaches. Trotz positivem Nachweis von APOA1 ist 

dennoch eine Reduktion der HDL-Partikel durch die SEC denkbar. Bei einer Reduktion der HDL-

Partikel um 99 % werden die EVs verhältnismäßig konzentriert, vorausgesetzt man hat keinen 

größeren Verlust. Die noch verbliebenen 1 % der HDL-Partikel übersteigen weiterhin die 

Menge der EVs deutlich (>10.000-fach) [52, 110, 111]. Lipoproteine können zudem mit 

angereicherten EVs Aggregate von unterschiedlicher Größe formen [55]. Dies begünstigt 

zusätzlich eine erschwerte Auftrennbarkeit der beiden Partikel und könnte auch erklären, 

weshalb APOA1 in allen eluierten Fraktionen nachweisbar ist. EVs und Lipoproteine sind 

allgemein schwer voneinander zu trennen, denn auch bei gegenläufiger Herangehensweise, 

der Isolation von Lipoproteine aus Serumproben, sind hier mit EVs assoziierte Proteine 

nachweisbar [54, 112].  

 

4.6 Massenspektrometrie  

In den hier durchgeführten Massenspektrometrie können keine differentiell exprimierten 

Proteine zwischen den beiden Versuchsgruppen identifiziert werden. Möglicherweise ist dies 

dadurch erklärbar, dass bei den hier angewandten Isolationsmethoden ein zu großer 

Restanteil an co-isolierten Partikeln in den Isolaten vorliegt und diese Partikel das Vorliegen 

von differentiell exprimierten Proteinen aus EVs maskieren. Weitere mögliche Ursachen 

können zudem in der Nachweismethode (Massenspektrometrie) selber liegen. Eine mögliche 

Ursache für den fehlenden Nachweis von Proteinen kann durch den präanalytischen 

Trypsinverdau erklärt werden. Besitzt ein Protein wenige geeignete Spaltstellen (in dem Fall 

für Lysin und Arginin) oder ist stark posttranslational modifiziert ist in diesen Fällen die 

Peptidbildung limitiert. Eine weitere Möglichkeit ist, dass schlecht ionisierbare Peptide 

vorliegen. In diesen Fällen können sich die betreffenden Peptide der 

massenspektrometrischen Analyse entziehen und werden nicht nachgewiesen.  

Es gibt bis dato nur wenige Studien, die differentiell exprimierte Proteinen im Kontext einer 

im Tiermodell induzierten peripheren Mononeuropathie identifizieren konnten. Explizit sind 

Studien zu differentiell exprimierten Proteinen aus isolierten extrazellulären Vesikeln in 

diesem Kontext rar. Die wenigen bisher auf diesem Gebiet durchgeführten Studien sind zudem 

sehr heterogen und weisen Unterschiede im angewandten Schmerzmodell, dem verwendeten 
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Probenmaterial, der Isolationsmethode(n) und dem verwendeten Detektionsverfahren der 

Proteine auf. Die bisher beschriebenen Proteinmodulationen sind inkonsistent. Eine 

vergleichbare Studie von Jean-Toussaint et al. (2020) konnte zwei Proteine identifizieren, die 

in Serumexosomen nach der Induktion einer peripheren Neuropathie heraufreguliert waren 

(Spared nerve injury, SNI): Der Komplementfaktor C5a und das intrazelluläre 

Adhäsionsmolekül ICAM-1 [113]. Beide Proteine haben eine proinflammatorische Funktion 

und sind an der Leukozytenmigration beteiligt. Eine Inhibition von C5a konnte analgetische 

Effekte bei neuropathischen Schmerzen im Tierversuch zeigen [113, 114]. Konkordant dazu 

führt eine Blockade von ICAM-1 zu einer gestörten Migration von Immunzellen und folglich zu 

einer reduzierten Intensität der Entzündungsreaktion [113, 115]. Proteine, welche zu den 

Akute-Phase-Proteinen zählen und Proteine des Fettstoffwechsels sind in der 

Regenerationsphase nach einer traumatischen Verletzung eines peripheren Nervens 

heraufreguliert [104]. Galectin-3 wird nach einem Nerventrauma von Schwannzellen 

heraufreguliert [116, 117] und konnte auch in Exosomen in diesem Kontext nachgewiesen 

werden [118]. Galectin-3 ist an der Regulierung der Myelinphagozytose [116, 119] und der 

Rekrutierung von Makrophagen beteiligt [87, 120].  

Für die Bewertung, ob EVs im Isolat angereichert wurden können die MISEV2023 Guidelines 

sowie die Datenbanken ExoCarta und Vesiclepedia als Entscheidungsgrundlage herangezogen 

werden. Der Nachweis kann in den vorliegenden Ergebnisse nicht über die in den 

Vorversuchen verwendeten Proteine CD63 und TSG101 erbracht werden. Dafür konnte das 

Tetraspanin CD9 als Transmembranprotein nachgewiesen werden. Demnach sind die 

Ergebnisse bezüglich des Nachweises von Vesikelmarkern inkonsistent. Neben den bereits 

etablierten Proteinen konnten in aktuelleren Studien weitere mit sEVs assoziierte Proteine 

identifiziert werden. Dazu zählen Syntenin-1 [121, 122] sowie weitere Proteine des ESCRT-

Komplexes, Tetraspanine (CD3, -4, -5, -6, -14 mehr als CD9, CD63, CD81), Syndecan-4, ALIX, 

Rab- und SNARE Proteine (soluble N-ethylmaleimidesensitive-factor attachment receptor) 

[121]. Neben dem ESCRT-abhängigen Weg können EVs auch über andere ESCRT-unabhängige 

Wege entstehen [123]. Stuffers et al. (2009) zeigten, dass bei einer Blockade der ESCRT-

Untereinheiten EVs gebildet und sezerniert wurden [25, 124]. Es ist davon auszugehen, dass 

mehrere Bildungswege neben- und miteinander existieren, darunter über die Interaktion der 

Proteine ALIX, Syntenin und Syndecan [38, 43], die somit auch für den Vesikelnachweis 

herangezogen werden könnten. Sie katalysieren die Bildung von ILVs am Endosom und sind 
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zudem an der Beladung der Vesikel mit Proteinen beteiligt [38, 43, 125]. ALIX (programmed 

cell death 6 interacting protein) ist wie TSG101 ein akzessorisches Protein der ESCRT-

Maschinerie, und an der Bildung von ILVs beteiligt [38, 43, 96]. Syntenin-1, Syndecan oder 

ALIX sind in der massenspektrometrischen Proteomanalyse nicht nachweisbar. Bezüglich der 

beschriebenen Vesikelcorona [102] konnte die massenspektrometrische Analyse den 

Nachweis von sechs dieser Proteine (APOA1, APOB100, APOC3, APOE, Komplementfaktor C3 

und Fibrinogen) erbringen. Proteine des Fettstoffwechsels können in der Regenerationsphase 

nach einer traumatischen Verletzung eines peripheren Nervens heraufreguliert sein [104]. Die 

massenspektrometrische Analyse kann auch hier keine Aussage über den Ursprung dieser 

Proteine liefern.  

 

4.7 Schlussfolgerungen 

Die in den letzten Jahrzehnten rapide wachsende Anzahl an Studien und Ergebnissen zeigt das 

immense Potential, welches in der Erforschung von EVs in der medizinischen 

Grundlagenforschung und damit auch in Diagnostik und Therapie von Krankheiten steckt. Es 

ist bekannt, dass EVs eine grundlegende Rolle in der Zell-Zell-Kommunikation darstellen und 

auch an der Modulation von Signalkaskaden, die zur Etablierung und Aufrechterhaltung von 

neuropathischen Schmerzen beitragen, beteiligt sind. Es ist anzunehmen, dass die 

Erforschung von differentiell regulierten Proteinen in EVs im Kontext von neuropathischen 

Schmerzen einen Erkenntnisgewinn liefern kann. Wie in den Ergebnissen dieser Arbeit 

dargestellt kann die angewandte Methode zur Isolation von EVs bei der Verwendung von 

Serumproben einen limitierenden Faktor darstellen. Somit ist die Etablierung einer validen 

Isolationsmethode von EVs unabdingbar und stellt aktuell einen limitierenden Faktor dar.  

Für den Gebrauch dieser Vesikel im klinischen Alltag, etwa als Biomarker für neuropathischen 

Schmerz oder als carrier für eine zielgerichtete Therapie, müssen hohe Anforderungen 

betreffend Anwendungssicherheit, Verlässlichkeit, Reproduzierbarkeit und Kosten erfüllt 

werden. 
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