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Abstract

Study of the characteristics of exosomes and their potential in prostate cancer diagnostics

Prostate cancer is one of the most common type of cancer diseases in men. Early diagnosis remains one
of the most important factors of a successful treatment. Since PCa diagnostics lacks sensitivity and specificity,
liquid biopsy is taking on an increasingly important role in early diagnosis research, detecting cancer-specific
biomarkers in body fluids. The problem is elevated serum levels of these biomarkers in other diseases. This work
focuses on the study of exosomes as diagnostic biomarkers that could provide a diagnosis with high sensitivity
and specificity. Exosomes are naturally produced biological nanoparticles, that are constantly released into various
body fluids. They share many specific biomolecules of the parental cell and are enriched in different proteins,
lipids and other metabolites. In the presented work, we analysed exosomes isolated from benign prostate epithelial
cell line and cancerous prostate epithelial cell line. The kinetics of exosome production, their size differences and
effect of Triton X-100 on exosome structure are investigated in the experiments.
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Uvod a formulacia ciela

Rakovina prostaty je druhym najcastejSie sa vyskytujicim typom nadorovych ochoreni
u muzov a patri medzi typy rakoviny s najvySSou mierou diagnostiky vo viac ako polovici
krajin sveta. V roku 2020 bolo diagnostikovanych 1,43 miliéona novych pripadov tohto
ochorenia a ochoreniu podl'ahlo 375 tisic pacientov, pri¢om sa predpoklada, ze do roku 2030
sa incidencia tohto ochorenia zvysi o 35 % [1]. Slovensko patri medzi krajiny, v ktorych sa
vyskyt tohto ochorenia kazdym rokom zvySuje [2]. Pokial’ je diagnostika vykonand v skorom
Stadiu, kedy je nador ohrani¢eny na prostatu, prognéza je priazniva. AvSak velké mnoZstvo
pripadov rakoviny prostaty je diagnostikované, az ked’ sa choroba rozsiri mimo prostaticku
zl'azu [3]. Sticasnej diagnostike rakoviny prostaty chyba dostatoc¢na citlivost’ a asto vedie k
vysokému poctu zbytocnych biopsii. Preto sa Coraz viac dostavaju do popredia techniky tekutej
biopsie, pocas ktorej sl v telovych tekutinach detegované biomarkery.

Exozomy (30-200 nm) patria medzi extracelularne vezikuly, ktoré st konStantne
uvolnované z buniek a tkaniv do rdéznych telovych tekutin. Ich pritomnost’ bola dokézana

v krvi, lymfe, moci alebo cerebrospinalnej tekutine [4]. Svojim zloZenim kopiruju zloZenie
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materskej bunky, ¢o umoziuje vzajomné odlisSenie exozoOmov uvolnenych z normalnych
a patologickych buniek. Maju vel'mi bohaté zlozenie a vd’aka svojim Specifickym vlastnostiam
su povazované za potencialne biomarkery pre diagnostiku rakoviny [5].

Cielom predkladanej prace bola izoldcia exozémov odvodenych z dvoch réznych
bunkovych linii prostaty — benignej/normalnej RWPEI linie epitelovych buniek prostaty
a rakovinovej 22Rv1 linie epitelovych buniek prostaty. Izolované exozdémy boli nasledne
charakterizované, pricom Studovanymi parametrami bola kinetika produkcie, velkost,

koncentracia a iné.

Material a metody

Vsetky bezne pouzivané chemikalie, ako napriklad zlozky tlmivych roztokov
a zékladné anorganické a organické zluceniny, boli zakipené od spolocnosti Sigma-Merck
(USA).

Pripravené bunkové média boli centrifugované pri 10 000 g a 4 °C po dobu 30 minnt.
Zozbierany supernatant, ktory bol d’alej pouzity na zber a analyzu exozémov, bol skladovany
pri teplote —80 °C. Kinetika produkcie exozomov bola sledovand po dobu 12 dni. Kone¢na
koncentracia exozomov v danych €asovych intervaloch bola vyjadrena ako pocet exozomov
na bunku. Na izolaciu exozomov bol pouZity komeréne dostupny kit MagCaptureTM EIK
zakupeny od spolo¢nosti Fujifilm Wako Chemicals (USA). Izolécia exozomov zahinala
niekol’ko stupfiovil centrifugiciu a naslednt afinitnii purifikdciu pomocou magnetickych
Castic.

Takto pripravené exozomy boli charakterizované pomocou analyzy pohybu castic
(NTA). Vzorky boli pred analyzou riedené¢ 10x vo fosfaitovom tlmivom roztoku (10 mM,
pH 7.4). Vplyv Tritonu X-100 na Struktiru exozomov bol sledovany na exozomoch
izolovanych z rakovinovej 22Rv1 bunkovej linie. Vplyv 0,1 % a 1 % Tritonu X-100 na vel’kost’

exozomov bol sledovany pomocou NTA analyzy.

Vysledky a diskusia

Pri sledovani kinetiky produkcie exozomov boli porovnavané 2 rdézne bunkové linie
(RWPE1 a 22Rv1 bunky prostaty). Za 12 dni vyprodukovala rakovinova 22Rv1 bunkov4 linia
vyrazne vysSiu hladinu exozoémov, ako kontrolnd bunkové linia RWPRI1 (Obr. 1). Bunkova
linia 22Rv1 produkovala exozémy s rychlostou (3,02 + 0,42) d*!, zatial’ ¢o kontroln bunkova
linia RWPEI produkovala exozoémy s rychlostou (0,40 + 0,09) d™! v priebehu 11 dni. Celkova

rychlost’ produkcie exozémov pre rakovinovu 22Rv1 bunkovy liniu bola 7,6 krat vyssia
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ako pre kontrolnt RWPE1 bunkovu liniu. Jednym z dévodom tohto vysledku moze byt fakt,
ze nadorové mikroprostredie, ako je napriklad hypoxia, nizke pH alebo posunuta metabolicka

aktivita, podporuje produkciu a uvolilovanie exozomov [6].
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Obr. 1. Kinetika produkcie exozomov bunkami RWPE1 (A) a bunkami 22Rv1 (B).
Grafy zobrazuji koncentraciu buniek a pocet exozomov na bunku pre kontrolna a rakovinovu bunkovu liniu.

Po izolacii boli vzorky charakterizované pomocou NTA analyzy. Tato analyza
nepotvrdila signifikantné rozdiely medzi exozomami izolovanymi z kontrolnej a rakovinovej
linie. AvSak potvrdila naSe predchddzajice vysledky. Priemernd velkost oboch typov
izolovanych exozémov bola 145 nm. Priemernd koncentricia exozémov izolovanych
z rakovinovej 22Rv1 linie bola 4 x 107 &astic/ml, zatial’ ¢o koncentracia exozémov kontrolnej

linie bola 2 x 107 &astic/ml (Obr. 2).
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Obr. 2. NTA analyza izolovanych exozomov.
Graf zobrazuje vel'kost’ a priemernu koncentraciu izolovanych ¢astic exozoémov pre kontrolnt a rakovinovt
bunkov1l liniu. Vzorky boli riedené 10x vo fosfatovom tlmivom roztoku.
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Inkubécia exozémov v roznych médiach obsahujucich aditiva, ako st napriklad
detergenty, je dolezitd pre mnohé aplikacie. AvSak moze viest’ k destabilizacii exozomov.
Triton X-100 ovplyviiuje Strukturu exozémov v troch krokoch. V prvom kroku dochadza
k diftzii do lipidovej dvojvrstvy. V druhom kroku nastava expanzia vezikul, kedy sa exozomy
zvacsuju. Tento proces je vysoko zavisly od koncentracie detergentu [7]. Poslednym krokom
je micelizdcia. V tomto experimente bol sledovany vplyv 0,1 % a1 % Tritonu X-100 na
vel'kost’ exozomov. So zvySenou koncentraciou exozoémov sme sledovali pokles celkovej
hladiny exozomov a zvySenie hladiny Castic so zhlukmi s velkostou védcSou ako 200 nm
(Obr. 3).
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Obr. 3. Dezintegracia exozémov pomocou Triton X-100.
Graf zobrazuje rozsah priemerov dezintegrovanych exozémov a ich koncentracie v zavislosti od roznych
koncentracii Tritonu X-100: 0; 0,1 a 1 % roztokov.

Pociatoéna hladina exozémov pred vystavenim Tritonu X-100 predstavovala 2,5 x 108
Castic/ml. Inkubécia exozémov s 0,1 % Tritonom X-100 viedla k zniZeniu celkovej hladiny
exozémov na 1,63 x 10® Gastic/ml a na este nizsiu hladinu 1,48 x 10® ¢astic/ml po inkubécii
s 1 % Tritonom X-100 (Tab. 1).

Inkubécia exozomov s 0,1 % Tritonom X-100 viedla k pritomnosti Castic s vel’kostou
mensou ako 100 nm (exozémové fragmenty) a tiez k pritomnosti Castic s vel'kostou od 200 nm
do 300 nm (expandované exozémy alebo zhluky exozémov). Inkubéacia exozémov s 1 %
Tritonom X-100 viedla k pritomnosti malych castic s vel’kost'ou menSou ako 100 nm a va¢Sim
podielom castic s vel'kost'ou od 200 nm do 300 nm, v porovnani s oSetrenim 0,1 % Tritonom

X-100 (Tab. 1).
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Tab. 1. Hladina a distribucia velkosti exozomov. V zatvorkach: pomer hladiny exozémov s uritou
velkostou vydeleny celkovou uroviiou exozoémov vyjadrenych v percentach.

Hladina exozémov na wiirovni 1x10® &astic
Velkost’ exozomov [nm] - : :
0 % Triton X-100 | 0,1% Triton X-100 | 0 % Triton X-100
0-100 0 (0 %) 0-100 0 (0 %)
100-200 2,50 (100 %) 100-200 2,50 (100 %)
200-300 0 (0 %) 200-300 0 (0 %)
300-400 0 (0 %) 300-400 0 (0 %)
400-500 0 (0 %) 400-500 0 (0 %)
500+ 0 (0 %) 500+ 0 (0 %)
Celkovo 2,50 (100 %) Celkovo 2,50 (100 %)

Kultivacia rakovinovych buniek, vratane LNCaP buniek (bunky metastatického
karcindbmu prostaty), pri pH 6,5 (typické pre rakovinové bunky), vyrazne zvysuje produkciu
exozOomov v porovnani s bunkovou kultivaciou pri fyziologickom pH 7,4 [8]. Tento vysledok
predstavuje prvy publikovany dokaz toho, Ze zvySend produkcia exozomov a kyslé
mikroprostredie nddoru st vzajomne prepojené a predstavuju spolo¢ny fenotyp rakoviny [8].
Nase praca tento vysledok potvrdzuje — rakovinové 22Rv1 bunky produkuju vyssiu hladinu
exozomov ako zdravé RWPE] bunky.

V sucasnosti je znamych niekol’ko publikécii, ktoré sa zaoberaji vplyvom rdéznych
detergentov na extraceluldrne vesikuly. NaSa praca sa zameriava na konkrétny typ exozomov

a porovnanie dvoch réznych koncentracii Tritonu X-100 na ich velkost’ a koncentraciu.

Zaver

Vtejto praci boli Studované exozémy izolované zdvoch roéznych bunkovych
linii - benignej/normalnej RWPEI linie epitelovych buniek prostaty a rakovinovej 22Rvl1 linie
epitelovych buniek prostaty. Zistili sme, Ze rakovinové bunky produkuji vysSie hladiny
exozomov ako zdravé bunky. Urovei produkcie exozomov rakovinovymi 22Rv1 bunkami bola
7,6-krat vyssia ako uroven produkcie kontrolnou RWPEL1 liniou buniek. Izolacia exozoémov
pomocou magnetickych Castic predstavuje atraktivnu metodu, ktord umoziiuje priame
zakomponovanie magnetickych castic s naviazanymi exozoOmami do tvorby sendvicovych
konfiguracii v ELISA formate. Zaverecna Cast prispevku ukdzala, ze NTA metoda predstavuje

efektivny ndstroj na skimanie G¢innosti detergentov na lyzu exozémov.
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