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ANOTACIJA

Eksosomas ir mazas ekstracelularas vezikulas, kuras atrodamas praktiski jebkuras
eikariotiskajas Stinas un kermena Skidrumos. Tas var€tu izmantot ka véZa biomarkerus, ja
no véza Stnam izdalitas eksosomas atrastu specifiskus proteinus vai mRNS. Darba
meérkis bija raksturot no cilvéka taisnas zarnas véza stinam (SW480) un metastatiskajam
(SW620) izdalitu eksosomu biokimisko profilu, audz€jot Siinas hipoksijas un normoksijas
apstaklos. Rezultati rada, ka SW480 un SW620 $tnu liniju eksosomu proteinu profils ir
lidzigs 2015. gada eksperimenta izdalitajam eksosomam, bet ar mazaku proteinu saturu.
Neatskiras hipoksijas efekti totalo proteinu profila, bet virsmas proteinu profila novéro
hipoksijas izraisitu proteinu joslu paradiSanos hromatogrammas. Tika atrasts, ka

hipoksija izraisa vél neatSifrétu proteinu ekspresiju eksosomas.

Atslégas vardi: eksosomas, veza Sunas, proteini, proteomiks



ANNOTATION

Exosomes are small extracellular vesicles that can be found practically anywhere in
eukaryotic cells and body fluids. They could be used as cancer biomarkers if one can find
a specific protein or mRNA in the cancer cells released exosomes. The aim of the master
thesis was to characterize protein profile of the exosomes oobtained from human
colorectal cancer cells (SW480) and metastatic cells (SW620) grown in hypoxia and
normoxia. The results show the protein profile of SW480 and SW620 cell line exosomes
is similar to the that obtained in 2015 experiment; however, with a lower protein content.
We did not find hypoxia-induced effects on total protein profile, but in the protein profile
of surface proteins we observed hypoxia-induced protein band appearance in
corresponding chromatograms. It was concluded that hypoxia causes appearance of some

up to now uncoded proteins in the exosomes.

Keywords: eksosomas, cancer cells, proteins, proteomics
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IEVADS

Eksosomas ir dabigas nanodalinas, kura sekrécijas rezultata rodas dazadas Siinas,
tas sp&jigas nest olbaltumvielu markierus un genétisko informaciju, tadéjadi piedaloties
starpS§tinu  komunikacija. Ir nopietns pamats uzskatit, ka skaitlisks un kvalitativs
mikrodalinu, kuras tiek producétas dazadu audu S§tinas normas un patologijas apstaklos,
raksturojums var sniegt biitisku diagnostisko un prognostisko informaciju un kalpot ka
dazadu saslims$anu biomarkieris, ieskaitot onkologiskas saslims$anas.

Eksosomu producgSanos un saturu var ietekmét to izcelsmes S$tinu molekularie
signali. Ka pieradijums Sai hipotézei ir iegttie dati par audzg&ja Stinu reakciju uz mikrovidi
ar dazada satura eksosomu izdali. Hipoksijai paklautas véza $iinas izdala eksosomas ar
pastiprinatu angiogenézes Un metastazu potencialu, kas liecina, ka audzgja S$iinas
pielagojas hipoksiskai mikrovidei, sekretéjot eksosomas, kas stimulé angiogenézi vai ar
metastazém veicina véza parvietoSanos Uz labvéligaku vidi. Eksperimentos eksosomas
ieglist ar gradienta ultracentrifugé€8anu un raksturo péc izméra, blivuma, morfologijas,
biomarkieriem un nulles potenciala. Izmanto arT atomu spéka mikroskopiju, nanodalinu
kustibas analizi, Ramana mikrospektrometriju, transmisijas elektronmikroskopiju u.c.
Pedeja laika tiek ieviesta mikrorindu (microarrays) metode. Eksosomu saturs ir
komplicéts. Tas satur RNS, proteinus, lipidus un izcelsmes Siinas metabolitus, tap€c peta
gan proteomu, gan transkriptomu. Ir gan komerciali, gan nekomerciali lidzekli eksosomu
pétniecibai. Nekomercialas ir vairakas datu bankas, kuras var atrast datus par eksosomu

saturu, pieméram, ExoCarta un FunRich.

Eksosomalo olbaltumvielu, kas ieglitas no dazadu audu izcelsmes Stinu kultiiru
eksosomu preparatiem elektroforegrammu  salidzinasana demonstré atSkiribas
olbaltumvielu profila. Ar eksosomu olbaltumvielu, kuras atdalitas no glialas izcelsmes
Sunu kultiram, divdimensiju sadaliSanas metodém, ar sekojoSu densitometriju un
identifikaciju ar masspektrometrijas palidzibu tika raksturotas vairak ka 30 eksosomu
olbaltumvielas, kas lava identificét specifiskus eksosomalos olbaltumvielu markierus,

kuri raksturigi §is etiologijas laundabigiem audzgjiem.



Latvijas Zinatnu padome no 2014. gada lidz 2017. gadam finansé sadarbibas
projektu, kura partneri ir Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centrs, Latvijas
Universitates Medicinas fakultate, Rigas Austrumu kliniska universitates slimnica un
Latvijas Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas institiits. ST projekta galvenais
merkis ir raksturot véza eksosomu RNS un proteinu saturu, lai identificétu kunga un
kolorektalo audz&ju biomarkierus. Sis magistra darbs ir dala no projekta WP4
apaksaktivitates petijjumiem, kuros veic SW620 un SW480 kolorektala véza Stnu liniju
eksosomu preparatu proteinu pétijumus. leprieks€jos petijumos ir veikta no cCetriem
SW620 un SW480 kolorektala véza Stnu Iniju eksosomu paraugiem iegiito 8
proteinu/peptidu  biblioteku analize. P&c ar ultra augstas izskirSanas Skidruma
hromatografijas un dalinu lidojuma laika (ultra high performace liquid chromatography-
time of flight - UHPLC-TOF) metodi iegiitajiem masspektriem noteiktas atrasto atskirigo
eksosomu virsmas peptidu precizas molmasas, péc kuram tika meklétas to proteinu
fragmentu struktiiras, kuri bija hipoksijas paraugos, bet netika atrasti normoksijas
paraugos. Tomer péc zinatniskas literatiiras datiem v&za Stnu eksosomu producésana ir
mainiga un nepiecieSams eksperimentu atkartot, lai secinatu par atrasto atSkirigo proteinu
piemérotibu biomarkieru statusam. Ja atkartojot eksperimentu, neatradis tos paSus
atSkirigos proteinu fragmentus, tad tiks apliecinata Stnu izdalito eksosomu mainiba, bet,
ja atradis tos paSus hipoksijas ierosinatos fragmentus, tad japéeta talak atrastie proteini ka

potencialie biomarkieri.

Darba merkis: Noskaidrot no hipoksijas un normoksijas apstaklos audzétu SW620 un

SW480 kolorektala veza Sunam iegito eksosomu virsmas proteinu atSkiribu

atkartojamibu.

Darba uzdevumi:

1. Sagatavot no hipoksijas un normoksijas apstaklos audzeétu SW620 un SW480
kolorektala véza Stinam iegiito eksosomu lizatus.

2. No eksosomu lizatiem izdalit virsmas un totalo proteinu frakcijas.

3. Izmerit katra frakcija proteinu koncentraciju.

4. Piedalities proteinu profila hromatogrammu iegisana ar TOF-MS (Time Of
Flight - Mass Spectrometry — lidojuma laika masspektrometrija) metodi.



5. Analizét virsmas un totalo proteinu frakciju hromatogrammu atSkiribas un atrast
atSkirigo proteinu fragmentu molmasas un péc molmasas mekleét datu bazes

proteinu fragmentu struktiiru.

Darbs izpildits LU Medicinas fakultate. Eksosomas sanemtas no Latvijas Biomedicinas
petijumu un studiju centrs petniekiem. Hromatografiju un masspektrometriju veikt

palidzgja Kimijas fakultates vadosa petniece Dr. kim. Ilva Nakurte.



1. LITERATURAS APSKATS

1. 1. Eksosoma — organisma Siinu savstarpéjas palidzibas un

koordinacijas mehanisms

Obligats daudzsiinu organisma dzivotsp&jas nosacijums ir starpstinu sakari, kuri
lauj koordinét biokimiskos procesus, kuri norisinas ta §anas. Sada komunikacija sniedz
iespeju kontrolét un virzit attistibu un organisma darbibu. Pieméram, embrija attistibai
nepiecieSama sarezgita organizacija: nepiecieSams, lai visas $linas pareizi siititu signalus
par sevi un pareizi reagétu uz arjiem signaliem. Neadekvata reakcija uz $adu signalu var
izraisit attistibas anomalijas vai tadas saslimSanas ka v&zis. Signali tiek raiditi ar
hormonu, citokinu un hemokinu, augSanas faktoru, neiromediatoru, metabolitu, jonu u.c.
palidzibu. Signalu raidiSana var tikt realiz€ta gan sekrécijas uz arpussiinu telpu cela, gan
ar tieSajiem spraugu kontaktiem $tnu starpa (Bloemendal et al.,2013). Tacu S$ie signala
raidiSanas veidi paredz vai cieSu kontaktu Stnu starpa, vai ir parak vienkar$i, lai

apmainitos ar kompleksu informaciju attaluma.

Ka nesen tika noskaidrots, ir vl viens starpStinu informacijas nodoSanas veids —
mazitini arpusSiinas burbulisi, kurus Stinas izdala apkart€ja vidé un asinsrite piegada
visam organismam (Pan et al.,1985). Sakot ar atklasanas bridi Iidz 21.gs. sakumam par
tiem neviens 1pasi neinteresgjas. Vélak tika noskaidrots, ka tiem piemit sp€ja regulét
organisma iminreakcijas. Kad 2007.gada tajos tika konstatetas nukleinskabes, kluva
skaidrs, ka tas ir pagaidam nepietickami izpétits organisma S$iinu ,savstarp&jas

palidzibas” un koordiné$anas mehanisms (Corrado et al.,2013).

Pateicoties tam, ka Sie burbulisi nes olbaltumvielas, lipidus un nukleinskabes, tie
spgj iedarboties uz adresata $tnu sarezgitak, neka atseviskas izSkidinatas vielas. Papildus
ertiba Seit slépjas taja, ka burbuliSa saturs ir parklats ar membranu, kura pasarga to no
vides iedarbibas. Receptori uz membranas virsmas nodroSina piegadi uz vajadzigo adresi.
Sadi ,sutljumi” parasti celo ar ekonomisko ,,udens transportu” — ar Skidrumu, kur$

cirkulé pa asinsvadiem un limfvadiem. Tadgjadi tiek nodroSinata informacijas apmaina

attalinatu Siinu starpa visdazadakajos organos un kermena dalas.
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Papildus informacijas parn€sasanai arpusSinu vezikulas var piedalities ar1
»savstarp€jas palidzibas” mehanismos — piegadat gatavas olbaltumvielas, kas
nepiecieSamas ,,adresatam”. Piem&ram, arpussinu burbulisi, kurus sauc par eksosomam,
no neironiem muskulu §inam nogada membranu olbaltumvielu sinaptotagminu-4. Tas
nepiecieSams, lai veidotu nervu-muskulu savienojumu (Sinapsi), caur kuru uz muskuliem
tiek raiditi elektroniskie signali no neironiem. ST olbaltumviela tiek raZota nervu §iinas,
bet izmantota — muskulu $tnas, ta ka bez parsitiSanas Seit nevar iztikt (Sharma et al.,
2013).

Receptori
Antigéni \ . y, g ®© ©

Eksosomu sekrécija
Multivezikularais (RAB11, RAB27,

kermenis (ceramidi) RAB35)

Eksosoma

Vélina endosoma

: RAB7
/ mikroRNS Olbaltu(mvielas)

Saplasana ar lizosomuun J/ .
degradacija ‘ oo
(Grice>] X "
mikroRNS
sryvengs. DNS

' § Lizosoma
Stnas kodols . Endoplazmatiskais
retikulum

- o
Antigéns uz=*". Olbaltumvielas o,

MHS 2

1.1.1.att. Eksosomu veidos$anas.(Shifrin et al., 2013)

Eksosomas membrana veidojas, kad membrana notiek agrinas endosomas
invaginacija. Olbaltumvielas, RNS, DNS no §iinas citoplazmas nokliist eksosoma,
antigéni, savukart, endocitozes rezultata sakuma nonak endosoma un jau tur uz
eksosomas ar€jas virsmas sasaistas ar galvena audu saderibas kompleksa
olbaltumvielam. Eksosomas receptori, acimredzot, ,,tick mantoti” no Stinas plazmatiskas
membranas. Endosomas liktenis ir atkarigs no tas membranas mark&juma ar noteiktiem

lipidiem: ja ta ir marketa ar lizobisfosfatidilo skabi (sarkani punkti), tas saturs tiks
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iznicinats, ja ar ceramidiem — tiks izspiests arpusé. Sos procesus vada Rab saimes
GTFazes, dazadi saimes locekli pilda dazadas funkcijas: Rab5 vada endosomas raSanos,
Rab7 organiz€ multivezikularas endosomas satura degradaciju lizosoma, bet Rabl11,
Rab27 un Rab35 nepiecieSsamas eksosomu sekrécijai arpussiinas telpa. Paradits, ka
eksosomas satur apméram 4000 dazadu olbaltumvielu, vairak ka 1500 dazadu mikroRNS

un mRNS, ka ar1 DNS. Apaksa, pa labi — ,,visparinata” eksosoma palielinata izskata.

Arpussinu vezikulu veido3anas Klasifikacija un mehanismi
Atkariba no ta, ka veidojas arpusSiinu burbuli$i un kads tiem ir izmérs, tos devé par
apoptoziem kermeniem, ektosomam vai eksosomam.

Apoptozi kermeni, apokermeni — tie ir ar plazmatisko membranu ierobezoti $iinas

fragmenti, kas veidojas apoptozes rezultata — organisma reguléta $tinas paslikvidésanas.
To izmers sastada apméram 50-5000 nm diametra un tie var saturét organellas vai pat
boja gajusas Sunas kodola fragmentus.

Ektosomas, jeb pumporojosas mikrovezikulas rodas, kad plazmatiska membrana
tiek izspiesta no Stinas; izcilnis atdalas no $tinas membranas un parveérsas burbuliti. Tie ir
pietiekami lieli burbuli$i — parasti no 50 lidz 200nm, tacu dazreiz sasniedz ari 1000nm
diametra.

Eksosomas — nelieli burbulisi (parasti no 40 lidz 100nm). Sakotngji tie veidojas
§tina — pumpurojas telpa, kuru dévé par endosomu. Kad Saja telpa sakrajas pietickami
daudz eksosomu, tas talakais liktenis ir atkarigs no ta, ar kadiem lipidiem ir markéta tas
membrana. Ja endosoma ir markéta ar lizobisfosfadila skabi (fosfatifilinozitols-3-fosfats)
un satur ubikviktina olbaltumvielas, tas saturs tiks iznicinats: ta saplidis ar lizosomu —
membranas burbuliti, kur§ ir pildits ar fermentiem, kuri sadala olbaltumvielas,
oglhidratus un nukleinskabes. Ja endosomas membrana satur ceramidus — tas ir signals
,,hosiitit pastu”: endosoma sapliist ar Stinas aréjo membranu, un eksosomas tiek izspiestas
arpusg, arpussinas vide (1.1.1.att.).

Eksosomu absorbcijas §tinas mehanisms ziditaju vidi pagaidam ir vaji izpétits.
Sis mehanisms ieklauj endocitozi, kuru eksosoma aktivizé fosforilizéjot arpussénas

reguléjamo kinazi-1/2 (ERK1/2), kura So signalu raida siltumSoka olbaltumvielai 27
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(HSP27). Endocitozes procesu negativi regulé olbaltumviela kaveolins-1 (Svensson et al.,
2013).

Eksosomu absorbcija ir atkariga arl no proteoglikaniem, kuri funkcioné ka
eksosomu receptori, konkrétak no heparansulfata 2-O-sulfatéSanas un N-sulfatéSanas uz
recepientu Stinu virsmas. Paradits, ka gan mutacijas izraisita proteoglikanu deficita
gadijuma, gan apstradajot Stnas ar heparinu, iev€rojami pazeminas no eksosomam
atkariga v€za $linu migracijas stimulacija un audz&ju attistiba (Christianson et al., 2013).
Sis atklajums dod iesp&ju izstradat jaunus arsté$anas celus.

Ektosomas un eksosomas tika konstatetas visdazadakajas organisma dobumu
Skidrumos: tas sastopamas urina, sperma, asins seruma, limfa, siekalas, asaras, deguna
izdaltjumos, zultl, auglidenos un pat kriits piena. Razot eksosomas, ka tagad zinams,
sp&jiga gandriz katra misu Siina — sakot ar kunga-zarnu traktu un ieks€jas sekrécijas

dziedzeriem un beidzot ar adu un smadzeném.

1.1.1. tab.
Eksosomu, mikrovezikulu (ektosomu) un apoptozo kermenu raksturojums.
Eksosomas Ektosomas Apokermeni
Izmérs 40-100 nm 50-1000 nm Lidz 5000 nm
Veidosanas mehanisms Siina, pumpurojoties | Pumpurodandas — §inas | Stnu sadaliSanas, katra no
endosoma plazmatiskas membranas | dalam aplenkta ar
izspie$anas uz aru membranu
Biomarkieri Alix olbaltumvielas, | Integrini, selektini, vecaku | Genoma DNS un veselas
ESCRT, transmembranas | $tinu markieri, $Stnas argjas | organellas, fosfatidilserins
olbaltvielas — tetraspanini | membranas markieris - | uz argas membranas
TpaHcMeMOpaHHble Oenku - | fosfatidilserings
CD63, CD81 un CD9
RNS saturs Galvenokart, mikroRNS un | Loti maz RNS Galvenokart rRNS
MRNS; nav rRNS

Ka liecina tabula, RNS, kuram ir regulacijas funkcijas, pamata ir eksosomas, kas pierada

to svarigo nozime organisma $iinu darbibas koordinéSana.

Eksosomu sekrécijas sp€ja ir visiem daudz$iinu organismiem un par daziem

vien$iinas organismiem, kuri ir grup€ti. Acimredzot, Sis komunikacijas mehanisms ar
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savstarpgjas regulacijas meérki ir tik svarigs, ka evoliicijas gaita nav parcietis biitiskas
izmainas (Lopez-Verrilli et al., 2013).
1.2. Eksosomu sastavs

Pédéjo gadu laika ir ievakta plaSa informacija par arpusSiinu burbuliSu no
dazadiem S$iinu tipiem un Skidrumiem komponentiem. Izradijas, ka to olbaltumvielu,
lipidu, mikroRNS un matrices RNS sastavs ir butiski atkarigs no burbuliSu izcelsmes, ka
ari to sarazojusas Stnas stavokla (vesela vai slima) (Choi et al., 2013). Parasti visas
eksosomas satur anneksinus, kuri regulé to membranas sapliiSanas ar Stinas membranu
procesus; GTFazes Rab; adgé€zijas molekulas un receptorus, kuri eksosomai palidz
,aizpeldét” lidz mérka Stnai, ka arT olbaltumvielas ESCRT (endosomu S$kiroSanas
komplekss, kas domats iek$gjai §tnu olbaltumvielu un RNS transportésanai — kaut kas
lidzigs markeSanas-SkiroSanas ostas dienestam). Svarigakais eksosomu markieris —
transmembranu olbaltumvielas CD63, CD81 un (dazreiz) CD9 no tetraspaninu saimes.
Turklat, eksosomas, ka ari $iinas, uz savas membranas nes galvena audu saderibas
kompleksa (MHS) olbaltumvielas, kuras atbild par ,savu” un ,sveSu” §tinu un audu
atpaziSanu; ka ari siltumSoka olbaltumvielas, dévétas ari par stresa olbaltumvielam
(HSP60, HSP70, HSP90). Gan vienas, gan otras piedalas antigénu sasaistiS8ana un $o

antigénu prezentéSana iminsistema.
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Transmembranu

CDQ Integ:: molekulas
CD63
S
CD81 @-" : Antigéna prezentacija
Tet ni o
etraspanini =5 s
—
MRNS \J - !
mikroRNS !; Has | A.G
: - _A—
”DNSfermentl.‘_("J "-i.q T
Siltumioka —
olbaltumvielas Membranas
. . ¢ olbaltumvielas, kuras
i Hab57 W o~ . athild par
. HapBl®d | | RabGD1 HN transportéZanu un
% saplasanu
Membranas {’i"{#‘wﬂﬂﬂﬂﬁﬁﬁ

olbaltumvielas, kas
atbild par
multivezikularas
endosomas rasanos

1.2.2. att. Raksturigo eksosomas komponentu sastavs un funkcijas (realitaté
eksosomas satur apméram 4000 dazadas olbaltumvielas, vairak ka 1500 dazadas
mikroRNS un mRNS, ka ari DNS fragmentus). (Choi et al., 2013) Ar sarkanu rami
izceltas molekulas, kuras tiek izmantotas afinajai izdaliSanai un identifikacijai; za/o
rami — audu saderibas olbaltumvielas: MHC 1 un Il — galvena audu saderibas kompleksa
I un II klases antigeni; HLA-G — cilvéka leikocitarais antigéns G (atbild par placentas
imiino toleranci); violeto rami— olbaltumvielas, kas atbild par atpaziSanu un
sasaistiSanos ar piepemsSanas S$iinu, — 1ek3&jais saturs, kuru nes
eksosoma: fermenti un muskulu olbaltumvielas, siltumSoka olbaltumvielas, matrices

RNS, mikroRNS utt.

1.3. Eksosomas ka imunmodulatori

Spgja transportét informaciju pirmoreiz tika atainota eksosomu no B-limfocitiem
pétijumos. Izradijas, ka tas nes sevi galvena audu saderibas kompleksa olbaltumvielas —

MHC 1II klases, kuras saistitas ar antigéna peptidu (konstrukcijas, kas nepiecieSama
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imtnajai atbildei). Un ta tiek nesta nevis nezinama virziena, bet pie specializétam T-
Stnam. Analogiski eksosomas parnesé MHC I klases kompleksus ar peptidu antigénu no
dendritu $tinam uz ta saucamajiem ,,naivajiem” T-limfocitiem. Sanemot $adu ,,vestuli”,
T-limfociti parstaj but naivi un ir gatavi atpazit antigénu. Identiska veida eksosomas

izplata antigénus un to kompleksus ar MHC dendritu Stinas.

Dendritu Stna arT spgj producét eksosomas, kuras satur imiinsupresivas
molekulas. Tas veicina imiinas tolerances attistibu un rada pretestibu iekaisuma

procesiem (Weifan et al., 2013).

Citu eksosomu tipu mates asinis izdala placentas $iinas. Tas nes sevi FasL faktoru,
kur§ bremze T-Stinas un NK-$tinas ( angl. natural killers), tadéjadi novérSot mates imiino
uzbrukumu auglim. Sadas eksosomas konstatgtas ari piena dziedzeru sekréta un barojosas

mates piena.

Starp citu, pasas NK-Siinas ar1 izdala eksosomas, kuras t€laini tiek dévétas par
»hanolodém pret audz&jiem”. Tas satur divas ,,molekulas-slepkavas”: perforinu, kur§
izveido caurumus mérka $iinas plazmatiskaja membrana un FaSL, kur§ mijiedarbojas ar

transmembranu olbaltumvielu FasR — receptoru, kur§ palaiz apoptozi.

Diemzel, audzgji izplatas pa organismu un glabjas no imiinas uzraudzibas ar to
pasu eksosomu palidzibu. Paradas aizvien vairak pieradijumu tam, ka eksosomas no
audz€jiem bremzeé imino atbildi un veicina angiogenézi (jaunu asinsvadu veidoSanas),
tadejadi veicinot jaunveidojuma augSanu. Turklat, audz&ju eksosomas var provocet
metastazu veidoSanos, aktiviz€jot audz&ju Slinu migraciju un sagatavojot tam jauna vieta

ta saucamo metastazu niSu — mikrovidi, kura veicina iesaknoSanos un augSanu.

Ta, eksosomu, kuras sekrécijas rezultata rodas véza Stnas, mikroRNS miR21 un miR29
var sasaistities ar tollveidigiem receptoriem (Marcus et al., 2013) apkart esoSajas imiinas
sist€mas $iinas, kas izraisa NFkB cela aktivizésanu (angl. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) un paaugstinatu interleikina 6 (IL-6) sekréciju, ka ar1
audz€ja nekrozes faktoru TNF, kas galarezultata veicina iekaisumu, véza S§tnu

proliferaciju un paaugstina metastazu veidosanas potencialu (Fabbri et al., 2012).
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Kompanija ,,Aethlon” izstradaja attiriSanas kolonnu ,,Hemopurifier”, kura péec
pirmskliniskajiem in vitro p&tijumu datiem lauj attirit pacienta asinis no piena dziedzeru
véza, olnicu véza eksosomam, metastazu melanomas, kolorektala véza un limfomas
eksosomam. Paredzéts, ka véza stinas radusos eksosomu likvideéSana palidzeés uzlabot
medikamentozas arstéSanas rezultatus [13, 14], ta ka tiesi tas tiek uzskatitas par audz&ju

noturibu pret terapiju iemeslu (Raz et al., 1978; Pucci et al., 2013).

1.3.1. Geneétiska materiala parneSana

2007.gada tika konstatéts, ka eksosomas, kuras produc€ tuklas $iinas, satur ne
tikai olbaltumvielas, bet art RNS (Valadi et al., 2007). Tas bija gan matrices RNS, kuras
satur informaciju par olbaltumvielu aminoskabju secigumu, gan ar funkcionali aktivas
mazas RNS — nekodgjoSas molekulas ar garumu apméram 22 nukleotidi, kuras piedalas

génu ekspresijas regulésana (Doxakis et al., 2013).

RNS molekulu funkcijas ir daudzveidigas, jo talak, jo vairak to tiek atklats, par to liecina
publicéto rakstu nosaukumi: “Par visam RNS pasaulg, lielam un mazam” (Ludwig et al.,
2012), “RNS dzives pirmsakumos” (I'ycauenko et al., 2013),,Neliclo molekulu lielie
darbi: ka mazas RNS dirigeé bakteriju génus” (Lopez-Verrilli et al ., 2013).

RNS molekulas eksosomas nenonak nejausi. Par to liecina fakts, ka eksosomas
nenonak visizplatitaka Siina ribosomala RNS. Turklat, mikroRNS un mRNS komplekss
eksosoma ne pilniba atspogulo So RNS saturu vecaku S$iinas. Pieméram, Zurkas
adenokarcinomas S$iinas konstatétas vairak ka 8000 dazadas mRNS, bet So Sunu
eksosomas tas ir ne vairak ka 1500. RNS, kuras ar eksosomu palidzibu kursé no vienas
Stinas uz citu, tika nosauktas par vienkoCu, vai Satla RNS ( aunen. exosomal shuttle

RNA — esRNA).

Par eksosomu informacijas darbibas pamatmehanismu lidz nesenam laikam tika
uzskatita matrices RNS parneSana, kura kod€ nepiecieSamas recipienta Siinai
olbaltumvielas. Tacu ped€jo gadu pétijumi liecina par to, ka Siinas komunic€ sava starpa,
ka ,,valodu” izmantojot netranslg§jumus gan mikroRNS (Guo et al., 2010), gan matrices

(1) RNS secigumus. So stitijumu nesgjs arT ir eksosomas.
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Péc Bagatova un KurocCkina datiem, eksosomas, kuras sekrécijas rezultata rodas
cilvéka S$iunas, galvenokart transportt mRNS fragmentus, kuri bagatinati ar 3’-
netransl&jamiem laukumiem (Batagov et al., 2013). Baltoties uz $o faktu, autori pardrosi
mingja, ka eksosomaliem mRNS fragmenti var darboties ka RNK konkurenti — kuru
meérkis ir regulét mRNS translacijas stabilitati, lokalizaciju un aktivitati recipienta $tinas,
jo 3’-netransl&jamie laukumi ir bagati ar elementiem, kuri nosaka mRNS lokalizacijas
vietu (Andreassi et al., 2009) un ir bagati ar mikroRNS saistoSajiem laukumiem. Ar $o
mingjumu vini attista hipotézi, saskana ar kuru RNS transkripcijas spgj ,,runat” sava
starpa, izmantojot valodu, pastarpinatu no mikroRNS (konkurence par ierobezota RNS
kopuma sasaistiSanu) saskana ar shemu: RNS — mikroRNS — RNS (Salmena et al.,
2011).

mRNS, kuras ir bagatinatas ar 3’-netransléjamiem laukumiem izveides pamatmehanisms
ir posttranskripcijas (iesp&jams ari posttranslacijas) mRNS sadaliSana, nevis jaunas
transkripcijas iniciacija (Mercer et al., 2011). Tapéc $adu RNS kopumu var izskatit gan
ka ,,atskaiti” par eksosomas donora $iinas darbibu, gan ka RNK kopumu, kas regulé
veselumu un spg€ju translét recipienta Siinas mRNS kopumu. Bagatinatas ar 3’-
netransl€jamajiem laukumiem eksosomu RNS $aja gadijuma var pildit ,,stikla” lomu, kurs

blok& mikroRNS ar mérki realizét recipienta Sinas mRNS derepresiju.

Interesanti atzimét, ka eksosomas konstatetas mRNS, kuras nepiecieSamas vairakuma
tRNS-sinteazu sintézei, ka ari to varianti, kuri rodas splaisinga (angl. splice)
gadijuma (Wang et al., 2013). Turklat tika atainots, ka So mRNS kopuma sastavu
iespgjams regulét — tas mainijas atkariba no argjiem stimuliem. Papildus tam, ka tRNS-
sinteazes ir fermenti, kuri pilda centralo lomu genétiska koda dekodésana olbaltumvielu
sint€zes laika, tas regulé daudzas funkcijas, kuras nav saistitas ar olbaltumvielu sintézi,
ieskaitot Stnu cikla kontroli un audu diferencéSanu, ka ar1 iekaisumu un Stnu

hemotaksi (Paul et al., 2013).

Svarigi atzimét ar1 to, ka, saskana ar daZiem datiem, eksosomas galvenokart satur
nenobriedusas mikroRNS, bet to priekSnacgji (Chen et al., 2013), tatad, ari potencials un

to iedarbibas laiks uz recipienta §tinu ir atkarigs no pasas Stinas.
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mikroRNS nodoSana ir viens no svarigakajiem cilmes Siinu un to apkart€jas vides
mijiedarbibas celiem. Ta, piemé&ram, eksosomas, kuras sekrécijas rezultatd radas
endotélija $tnas, stimulgja recipientu S$Gnu migraciju un angiongzi, transportgjot
mikroRNS miR-214 (van Balkom et al., 2013). So pasu celu izmanto arT véza $inas. Ka
tika minéts augstak, mikroRNS miR21 un miR29 raidiSana ar véza Siinu eksosomu

palidzibu ietekmé& mérka Siinas génu ekspresiju, veicinot metastazu izplatibu.

Dabiski rodas jautajums: vai iesp&jams blok& mikroRNS sttiSanu no slimam $tinam?
Palidzét var fakts, ka eksosomu izveidei nepiecieSami ceramidi — lipidi, kuri ietilpst
membranu sastava un pilda signalmolekulu lomu. Apspiest eksosomu sekréciju un
tadgjadi bloket mikroRNS sitisanu no slimam $inam izdevas in vitro eksperimentos, ar
inhibitoru apspiezot sfingomielinazes — fermenta, kur§ producé ceramidus, saskelot

membranu sfingolipidus, aktivitati.

Par lipidu lomu membranu izveidé un signalprocesos daudzvaidibu var izlasit raksta

., Liptdu dzives pamats” (Zhang. ed., 2013).

Papildus RNS eksosomas var saturét arT mobilas DNS — piem&ram, mitohondriju.
Arpussiinu $kidruma, taja skaita asins plazma, ir fermenti, kuri boja DNS un RNS, tapéc
genétiskas informacijas nes€jiem jacelo no vienas S$inas uz otru membranu
mikroburbuliSos, kuri pasarga no Siem fermentiem. Salidzinajuma ar Siinas RNS,
eksosomu RNS ir stabilaki un noturigaki pret degradaciju ilgas uzglabasanas gadijuma un

atkartojoSos sasaldéSanas un atkusanas ciklos.
Regeneracija

Eksosomas, acimredzot, spélé butisku lomu bojato organu atjaunosanas procesa.
Jo vairak datu liecina par to, ka arpussiinu vezikulas, kuras sekrécijas rezultata rodas
hemopo¢tiskajas cilmes S$iinas, multipotentajas stroma $iinas vai sirds cilmes §tnas, ir
apdavinatas ar unikalam 1pasibam. Tas pasarga Siinas, kuras palikusas bojatajos audos, no

apoptozes, stimulé izdzivojuso Stinu daliSanos un asinsvadu augSanu.

17



Ka tas notiek? Pirmkart, So vezikulu membranas ir bagatinatas ar biologiski
aktiviem lipidiem, tadiem, ka tuvakais ceramidu radinieks singozins-1-fosfats. Otrkart, uz
to virsmas tiek sintez&ti antiapoptozi un stimul&joSie augSanas faktori un citokini.
Treskart, tas merktiecigi piegdda bojatajiem audiem mRNS, regul€josas mikroRNS un

fermentus, un visa §1 ,,humanitara palidziba” paaugstina $tinu regeneracijas sp&ju.

Piem&ram, mezenhimalas cilmes $iinas ar eksosomu palidzibu uz nieru kanalu
bojatajam $Gnam siita matrices RNS, insulinveida augganas faktora 1 receptoru. Stnas
sakas ST receptora sintéze, un regeneracija norisinas aktivak. Analogiski, kad eksosomas
bojajumu gadijuma transport€ mRNS TGF-B1, tas aktivizé audu regeneracijas un

atjaunoSanas procesus (Borges et al., 2013).

Lidzigi bojato Sinu parprogramméesanas mehanismi ar cilmes $inam var tikt
izmantoti arT miokarda infarkta gadijuma. Eksperimentos ar dzivniekiem pat vienreizgja
mezenhialo cilmes $tinu eksosomu ievadiSana samazindja infarkta apmerus un uzlaboja
eksperimenta iesaistito stavokli. Acimredzot, eksosomas likvidé fermentu, kuri
nepiecieSami Stnas apgadaSanai ar energiju, deficitu, tatad, tas veicina atraku sirds

muskula reabilitaciju (Arslan et al., 2013; Lai et al ., 2013).
1.3.2. Organismu attistiba un novecosSana

Nesen tika konstatéts, ka smadzenu neironu dzives ilgums ir atkarigs no vides, kura
tie atrodas. Ja peles neirons tiek ievietots Zurkas smadzenés, kura dzivo daudz ilgak par
peli, So nervu §tinu dzives ilgums var vairak ka divas reizes parsniegt vidéjo ilgumu, kuru
daba atvelgjusi pelém. P&tijumi ar heterohronas parabiozes metodi, kura divu dazada
vecuma dzivnieku asinsrites sisteémas tiek apvienotas kirurgiska cela, paradija, ka §is
operacijas rezultata vecs dzivnieks klust jaunaks, bet jaunaks, otradi, klist vecaks.
Acimredzot, vecuma izraisitais Stinu aktivitates sarukums ir asinis cirkul&joso faktoru,
kuru sastavs mainas lidz ar vecumu, iedarbibas rezultats. Asins attiriSana ar separatora
palidzibu paradija, ka darbigais sakums ir koncentréts dalinu, kuru izmeéri sakrit ar

eksosomam, zona.
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Nesen publicétaja Den Sui no Kinas un Hidetosi Tahara no Japanas apskata (Xu et al.,
2012) tika pamatota hipotéze par to, ka svariga loma S$tnu novecoSanas procesu
koordingsana ir eksosomam, pareizak sakot, to parnésatajam mikroRNS. Dazas no tam
var veicinat novecoSanu, palaizot signalcelus, kuri izraisa organisma savargSanu, citas
pasarga no Siem procesiem. Eksosomas no novecoju$sam Stinam ar savas mikroRNS
palidzibu ta maina apkartéjo vidi, ka ta sak veicinat vecuma saslimSanas, imunitates

pazeminasanos, iekaisumus un dazadu organu funkciju traucgjumus.

Saistiba ar augstakmingto interesanti atzimét, ka biologiska un terapeitiska aktivitate,
ka arT sp&ja veidot eksosomas mezenhimalajas cilmes $linas parasti atgriezeniski korel€ ar

donora attistibas stadiju (Chen et al., 2013).

1.3.3. Diagnostika

Eksosomu pétisanai ir milziga praktiska nozime. Piem&ram, tas var pavéstit daudz
ko par organisma stavokli. No eksosomam, kuras atrodas asins plazma, urina un citos
bioskidrumos, var iegit mikroDNS diagnostikai. Ka jau tika minéts, lipidu apvalks
pasargd RNS no agresivajiem fermentiem, tapéc to degradéSanas iesp€amiba
transportesanas laika un paraugu uzglabasanas laika ir neliela. Sadas analizes rezultati
palidzes ne tikai noteikt diagnozi, bet arT noteikt saslimSanas stadiju, noskaidrot, vai ta

progres€ vai atrodas regresijas stadija, parbaudit arst€Sanas efektivitati.

Eksosomas satur olbaltumvielas, mikroRNS un matrices RNS no tas $unas, kura

paveéstit ar1 par Stinas stavokli:

» Paaugstinats mikroRNS-155 limenis liecina par proiekaisuma makrofagocitu un
aterosklerotisko bojajumu esamibu;

= Let-7 saimes mikroRNS var liecinat par aktivu Stnu vairoSanos, tatad, - par
augoSu audz€juMukpo;

* ja asins plazma paradas tipiskas sirds muskulim mikroRNS-208a un mainas dazu
citu mikroRNS Iimenis, tas var tikt izmantots agrinai miokarda bojajumu

diagnostikai;
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= raksturigs mikroRNS sastavs ir ari eksosomam no neironiem, kuras ir
prioni (Choi et al., 2013)— infekcijas olbaltumvielas, kuras izraisa smagas

centralas nervu sistémas saslimsanas, tadas ka kuru vai ,,govs trakumsérga”.

Un sadu pieméru, kuri demonstré diagnostiku ar eksosomu palidzibu ar katru dienu
klust aizvien vairak. V&l viens §is diagnostikas pluss — saméra sapigas un dazreiz
bistamas kirurgiskas audu biopsijas vieta var pétit organisma Skidrumus un iegit to pasu
informaciju. Tas ir 1paSi svarigs galvas smadzenu véZa, pieméra, gliomas, diagnostika,

kad daudzu biopsiju veikSana var biit bistama pacienta dzivibai.

Amerikanu pétnieku grupa izstradaja augsti jiitigu analitisko ierici, lai atri pétitu
mikrovezikulas tieSi pacientu asins paraugos (Shao et al., 2012). Asinis izlaiz caur
mikroSkidruma Cipu, kurd mikrovezikulas tiek markétas ar monoklonaliem
antikermeniem, kas saistiti ar magné&tiskdm nanodalinam, velak tas tiek konstatétas,
izmantojot miniatiru detektora sistemu, kas izmanto kodolmagnétisko rezonansi.
Eksosomu, kas izdalijusas no asins un muguras smadzenu Skidruma RNS izpéte laus
zinatniekiem veikt testu audz€ja konstat€Sanai un laus verot ta izmainas, neveicot
biopsiju. Ar komplekta EXO50 Exosome Diagnostics palidzibu tikai no 0,1-0,5ml asins
seruma vai cita biologiska Skidruma var ieglt pietickami RNS vai eksosomu
olbaltumvielu, lai veiktu ekspresdiagnostiku (Zeringer et al ., 2013). Analizi var veikt gan
ar svaigiem, gan ar sasaldétiem Skidruma paraugiem, nav nepiecieSamas specialas

saglabasanas metodes.

Kompanijas ,,Exosome Diagnostics” specialisti (ASV) ir izstradajusi komplektu,
lai konstatetu prostatas vézi ar 75% precizitati. Taja pasa laika kompanija ,,Exosome
Sciences, Inc” kopa ar ,,Aethlon Medical, Inc.” veic testu ELLSA™ (Enzyme Linked
Lectin Specific Assay) lai péc specifiskas eksosomam identificétu cilvéka imiindeficita
virusu (HIV), tuberkulozi un dazadas véza formas, ieskaitot kolorektalo v&zi, olnicu vézi,
piena dziedzeru vézi, melanomu un limfomu. No tam neatpaliek igaunu kompanija
,HansaBioMed”, kuras kataloga iesp€jams atrast dazadus produktus eksosomu izpétei:
iminplanSetes ar 96 S§tnam, imingranulas, tilpumus ar liofiliz€tiem eksosomu

standartiem, antikermeniSus, komplektus RNS ekstrakcijai un eksosomu proteona izpétei.
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1.4. No Suinu terapijas pie eksosomu terapijas

P&dgjo gadu pétijumi liecina, ka eksosomas var izmantot ne tikai diagnostikai, bet ari
arst€Sanai. V&l nepabeigtais iespgjama terapeitiska pielietojuma saraksts jau ieklauj
iminterapiju, vakcinu pagatavosanu, angiogenézes modulatorus, mérktiecigu dazadu
arstniecisko preparatu piegadi mérka Siinam (taja skaita atri bojajoSies fermenti un
preparati uz RNS pamata: mikroRNS, matrices ENS, mazas interferéjosas RNS (Lakhal
etal., 2013).

Eksosomas p&c daudziem parametri tieSam ir ideals zalu piegades
lidzeklis. (Mathivanan et al., 2009; Février et al., 2004). Tas sp&j parnésat pietickami
lielas arstniecisko preparatu porcijas, pateicoties lipidu apvalkam pasarga savu saturu no
skidinasanas un bojajumiem (kas ir 1pasi svarigi, ja zales ir ferments vai nukleinskabe),
ka arT sp&j parnest savu saturu caur §iinas plazmatisko membranu. Turklat, Sie membranas
burbulisi nav toksiski, jo pati daba ir paredzgjusi tos starpStinu apmainai, organisms tos
labi panes, par ko liecina to klatbiitne biologiskajos $kidrumos. Pateicoties receptoriem
uz to virsmas, tie izveéligi atrod mérka Siinas, tad€jadi celot arstniecisko preparatu,
olbaltumvielu un RNS transportéSanas efektivitati un pazeminot blakus efektu
varbiitibu (Suntres et al., 2013). Pieméram, ja eksosomu, kuras sevi ietver pretiekaisuma
zales, preparatu vienkarSi iepilina deguna, zales tiks piegadatas konkrétam smadzenu
Sinam, t.i. tas varés Skérsot hematoencefalisko barjeru. Svarigi atzimét, ka péc
nepiecieSamibas iesp&jams mainit receptoru sastavu uz eksosomas virsmas un raidit to

,jaunas adreses” virziena.
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1.4.1. Eksosomu terapijas pieméri

Eksosomas var izmantot imiinajai un arstnieciskajai terapijai, ka art terapijai ar RNS-
interferenci (zim&umi 1.-3.). TaCu tas v€l nav viss: tas sagaida izmantoSana Siinu
terapijas vieta!

Imianterapija
Pl Eksosomas

Pacienta iminas
Galcend audu saderibas tiinas

kompleksa olbaltumvielas
Skidrums no pacienta kermena 4 @ @
2 9@
@ @ Injekcija
&
6 @
| @

AudzEju Einu kultira

Dendritu £0nas, B-E0nas

AudzEju antigéni & Imunit3tes aktivacija
14.1.1. att. Imuinterapija.

Eksosomas, kuras satur audz&ju antigénus membranas iekSpusé vai uz tas virsmas,
tiek izdalitas dazados avotos — pacienta organisma Skidrumos, audz&ju Stnu kultiiras vai
imunSunu kultiras, tas velak tiek ievaditas pacientam, lai izsauktu meérktiecigu imiino

atbildi.

Cilveka mezenhimalajam cilmes $iinam piemit spgja izsaukt imiinsupresiju un
aktivizét regeneracijas procesus. Tapéc tas tiek intensivi pétitas, lai noskaidrotu to
piclietoSanas iesp€jas sirds, nieru, nervu §tnu, locitavu arstéSana un kaulu regeneracija,
ka arT iekaisumu saslim$anu terapija un atgriSanas reakcijas mazinasana transplantacijas
gadijuma. Kliniskie eksperimenti ar dzivniekiem paradija, ka mezenhimalo cilmes $tinu
efektivitate ir atkariga nevis no to diferenciacijas un ieklauSanas mérka audos, bet no to
sekret€jamajiem terapeitiskas iedarbibas trofiskajiem faktoriem, viens no kuriem ir
eksosomas. Balstoties uz to ka mezenhimalo cilmes Stnu terapeitiskas efektivitates
pamata var biit to produc€to eksosomu, kuras, atSkirtba no S$inam viegli parnes
sasaldésanu un atksuSanu, terapeitiska iedarbiba (Salmena et al., 2011), tika piedavats

Stnu terapijas vieta izmantot eksosomu terapiju. Eksosomu masu razoSanai piedavats
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izmantot cilvéka mezenhimalo cilmes $tinu kulttiras, kuram ir proliferacijas sp&ja. Jau ir
izdevies izveidot pastavigu Sadu Sinu ,razoSanas” liniju, kura laika gaita nezaudé
dalisanas spgjas, pilniba saglabajot art sp&ju izdalit eksosomas (Yeo et al., 2012). Svarigi
atzimét, ka, atskiriba no $inam, eksosomas nespgj patstavigi vairoties un tapec nespgj
klat nekontrolgjamas un sakt veidot audzgjus, tatad eksosomu terapija ir drosaka, neka
Stnu terapija. Ka perspektivs terapijas lidzeklis ir arT eksosomas no NK-Stnu kultoram —
nav griti saprast, ka tas ir potencials ierocis cina ar audzgjiem.

Terapija ar interferéjosam RNS

Ganu modificétas dendritu
Zhnas

Merktieciga smadzenu
nervu sinu mekl2sana

|
|
Injekcija
M&Erka géna nokdauns
Lamp2by
Elektroporacija,

siRMS

Peptids, kurs atpazist
neirgnus

1.4.1.2. att. Terapija ar interferéjosam RNS.

Ar bioinzen€rijas metozu palidzibu tika izveidota dendritu Stnu kultiira, kura
sintez€ja himérisku konstrukciju, - membranas olbaltumvielu Lamp2b padarija par
peptida, kurs atpazist neironus, nes€ju. Eksosomas, kas iegiitas no $adam dendritu §tinam,
ar elektroporacijas palidzibu ievieto interfergjosas RNS — kiRNS (divkezu RNS klase,
kuras atSkiras no RNS, bet tam ir lidziga regulacijas loma). Sadu eksosomu, kuras ir
orientétas uz neironu mekléSanu un satur kiRNS, intravenoza injekcija pazemina mérka

géna aktivitati nervu SUnas.
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Arstniecisk3 terapija

Eksosomu ilinas-donori

Q
@ % + .':' % O injekdja :;f;':irata piegade uz
©

@ _** @
O LIS @
Eksosomu ar arstniecisko
preparatu inkubacija

1.4.1.3. att. Arstnieciska terapija.
Zalu molekulas tiek izvietotas eksosomas iekSpusé vai uz tds membranas — tas

atvieglo to mérkpiegadi un minimalizé degradaciju.

Protams, ir arT neatrisinatas problémas. Ta ka eksosomas satur galvena audu
saderibas kompleksa olbaltumvielas, alogg€nas (t.i. panemtas no cita cilvéka) eksosomas
teoretiski var izraisit imiino atbildi, neskatoties uz imtinsupresijas aktivitati (lai gan pec
daziem datiem pat starpsugu eksosomu no mezenhimalajam cilmes §tinam parnesana,
pieméram, no peles zurkai, netieck pavadita ar imino reakciju). Risinajums — ripiga
donoru $tinu atlase eksosomu razosanai, ka art autologisku (savu) pacienta mezenhimalo
cilmes $tinu kultiru iegiiSana no inducé€tajam cilmes Stiinam.

Turklat, nepieciesams sasnigt noteiktu metodologisko pieeju standartizaciju (ipasi
mikrovezikulu izdaliSanas metodes), lai varétu salidzinat rezultatus, kas iegiiti dazadas
pétnieciskajas laboratorijas (Witwer et al., 2013).

Nosléguma jaatzime, ka eksosomu un citu sekrécijas mikrovezikulu pétiSana ir
jauna fundamentalo un klinisko p&tijumu joma, kura atri attistas — So p&tijumu mérkis ir
iegiit pilnigaku prieksstatu par eksosomu lomu un to funkcijas fiziologiskajos un
patologiskos apstaklos. Augstakmingtais liecina par to, ka $1 pétijjumu joma apsola
bezprecedenta iespgjas starpSinu mijiedarbibas mehanismu atklasanai un jaunu

diagnostikas un arstéSanas veidu izstradei.
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1.5. Kolorektala véza Siinu linijas

Proteinu saturs ir atkarigs no $iinu tipa, no kura ir iegiitas eksosomas. Kopgjie
proteini ir karstuma Soka proteini (HSP), keratins, tubulins, aktins, vinmentins, fibulins,
fibronektins, anneksini, flotilini, galektins un a-enolaze (/[xarapos et al., 2013).
Eksosomas satur tetraspaninus, kas ir vairak neka 30 proteinu gimene un sastav no
Cetriem transmembranu dom&niem. Tetraspaninus pieméram, CD63, CD81, CD82, CD53
un CD37 pirmo reizi konstatéja B Stunu eksosomas, kuras tie ir sastopami 100 reizes
vairak neka transferina receptors, tapéc tetraspanini ir uzskatami par plazmas membranu

un agrino endosomu 1stajiem markieriem.

Stinu linijas ir nenovértéjami biomedicinas pétniecibas instrumenti, bet, lai
pilnvertigi varétu izskaidrot iegiitos datus, svarigs ir $tnu genotipa autentiskums un
raksturojums. Nesen veikta petijuma tika parbauditi 24 resnas zarnas véza Sunu liniju
molekularie fenotipi, izmantojot Tsu tandéma atkartojumu profilésanu (short tandem
profilling - STR), noteica mikrosatelitu nestabilitati (MSI) un CpG salinu metilé$anas
fenotipu (CIMP). 8 Iinijas uzradija MSI, bet 13 bija CIMP pozitivas. 20 no 24 §tinu linijas
mutagénu aktiveétds proteinkinazes celS aktivéja savstarpgji izsleédzoSas mutacijas.
Interesanti, ka &etras §unu linijas nebija mutaciju. Sis pétijums parada molekularas
iezimes lomu v&za $tinu Iinijas, lai palidz&tu izvéléties piemérotu in vitro modeli (Meckes
et al., 2011). lepriekSminétaja sadarbibas projekta eksperimenta tika izmantotas SW480
un SW620 stnas. Ahmeds ar lidzautoriem (2013) pétijuma pieradija, ka SW480 un
SW620 stnam ir identiski mutacijas profili, bet bija epigenétiskas atskiribas. SW480 ir
no pacienta adenokarcinomas radita Iinija, bet SW620 ir radita no ta pasa pacienta

metastatiska limfmezgla.
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ATCC Number: CCL-228
Designation: SW 480

]
Scale Bar = 100um

Low Density

]

High Density

le Bar = 100pm

1.5.1. att. SW480 Stinu attéls (SW480 [SW-480] ATCC ® CCL-228™ Homo sapiens colon

Dukes' type. www.atcc.orq)

48 hr 72 hr

1.5.2. att. SW620

Slinu

120 hr

augSanas
(http://physics.cancer.gov/docs/bioresource/colorectal/ NCI-PBCF-CCL227 SW620 v1.0 SOP-

dinamika

508.pdf).

Abas §tinu linijas iesp&jams transfektet ar dazadu proteinu génu cDNS.
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2. METODES UN MATERIALI

2.1. Darba analizétie paraugi

Eksosomas sanemtas no Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.
SW480 un SW620 stnas (~ 10°6/ml) tika audz€tas bez seruma vidé 48 h, kamer
izveidojas sféras. P&c tam barotne un mirusas $tnas tiek aizvaktas un pievienota svaiga
bez seruma barotne. Siinu suspensiju sadala divas dalas - katra pa 100 ml un audzé
hipoksijas (1% skabekla) un normoksijas apstaklos (H - hipoksija, N - normoksija) 48 h.
Tad stinu suspensiju centrifugé pie 300 X g, lai aizvaktu $tinas un centrifugé supernatantu
3000xg, lai aizvaktu Skiedras (debris). Supernatantu filtreé caur 0,2 mikronu filtru,
koncentré un veic g€la hromatografiju ar CL6-B sefarozi, lai atdalitu vezikulas no
proteinu kompleksiem. Frakcijas, kas satur eksosomas apvieno, ickoncentré un uzglaba

pie -20 °C.

2.2. Reagenti un materiali

1. Dejonizets tdens, H20 (MilliporeMilliQ-plus;18.2 MQ);

2. Acetonitrils, C2H3N (LiChrosolv — Merek, 99,9%);

3. Skudrskabe (HCOOH) (Fluka, 99%);

4. XPEP1000A-1 reagentu komplekts (SBBS SystemsBiosciences, Kanada)

5. Proteinu koncentracijas mérisanas reagentu komplekts - BCA protein assay kit
No0.23227 (PierceBiotechnology, ASV).

6. Vienreizgjas lietoSanas plastmasas stobrini, 96 laucinu plates

7. Automatiskas pipetes

8. Pipesu uzgali

9. Mégenu stativi

2.3. Aparatiira

1. UPLC iekarta Agilent 1290 ar kolonnas un parauga termostatu, nepartrauktu
kustigas faze degazeSanas iekartu, automatisko paraugu injic€Sanas iekartu;

2. Augstas 1z8kirtsp€jas masas spektrometrs Agilent 6230 TOF LC/MS;
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3. Apgrieztas fazes kolonna Extend C18 2.1x50 mm 1,8 um (Agilent); kolonnas
temperatiira 60 °C:
4. Parauga injekcijas tilpums — 10 uL;

5. Kustiga faze A — 0,1% skudrskabes tidens Skidums, B — 0,1 % skudrskabes
acetonitrila Skidums sekojosa gradienta rezima:

2.4. Proteinu izdaliSana no eksosomam ar XPEP reagentu komplektu
(XPEP Exosome Mass Spec Kit)

1. Eksosomu paraugi jasadala 2 dalas un jalizé. Viens - virsmas proteinu
noteikSanai. Otrs — kop€jo proteinu noteikSanai.

2. Tad katru dalu skidina atskirigos buferos.

3. Virsmas proteinu $kidinasanai izmanto Shaving buffer.Uz 500 ng lidz 1
mikrogramam proteinu pievieno 400 pl bufera, maigi samaisa, m&geni apgriezot 3x.

4. Virsmas proteinu apstrade turpinas reduc€Sanas, alkiléSanas un sagremosanas
dalas.

5. Virsmas proteinu lizatu var uzglabat ledusskapi, kamér sagatavo 1idz tai pasai
reakcijai kop€jo proteinu paraugus.

6. Kopg&jam proteinu paraugam pievieno 0,5 ml RIPA buferi (no kita), vorteksé un
speécigi apméram 10 sec.

8. Panem 1- 5 pl proteinu koncentracijas mériSanai ar BCA metodi. Vélamais

kopgjais protetnu daudzums ir 100-1500 pg/ml un virsmas protetniem <0.5-50 pg/ml.

9. Kopégjo (total) proteinu dalas paraugu apstrade

2) 5 min atdzesg istabas temperatiira.

3) Parnes uz 10 kD spin kolonnu un centrifugé 10 min ar max atrumu (ependorf
centrifiiga ir 16000 x g).

4) Talak izmanto to frakciju, kas absorbgjas uz kolonnas.

5) Apgaz otradi 10kD koloninu un ieliek tira centrifugéSanas stobrina. Centrifugé

tada pasa veida 2 min pie max atruma. Jasavac 100-200 pl.
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6) Pec tam koloninu 10 kD apgriez atkal atpakal un ievieto taja pasa
savacgjmegené. Iztecjuso proteinu frakciju 100-200 pl parnes atkal uz koloninas
augSdalu un pieliek 100 pl mazgajama bufera. Pipeté vairakas reizes, lai samaisas un
iztek caur kolonnu.

7) Centrifugé 5 min pie 16000 x g

8) To Skidrumu, kas iztek, talak neizmanto.

9) Tad uz koloninas uznes 100ul gremosanas (Digestion) buferi, pipeté vairakas
reizes, ieslicot un izlaizot. Ta attira paraugu no urinvielas, kas bija buferi.

10) Centrifugg koloninu 10 min. To, kas iztek, neizmanto.

11) Atkarto velreiz ar gremoSanas buferi skaloSanu.

12) Tad atkal apgaz koloninu otradi un ieliek tira savakSanas mégené. Centrifugé
2 min pie 16000 x g. Savac caur koloninu izgajuso tilpumu. Jabat ap 200 pl.

13) Talak turpina ar abam paraugu dalam — virsmas proteinu Skidumu un no

koloninas iegiito kop&jo proteinu paraugu.

10. Reducesana, alkiléSana un gremoSana

1) Pie 200 pl proteinu paraugiem (atseviski virsmas un totalais) savakSanas
mégené pievieno 1,5 pl reducésanas buferi 1a.

2) Tur 15 min 60 C temperatiira.

3) 5 min atdzesg istabas temp.

4) Pievieno 100 pl reducéSanas bufera 1b, kuru iepriek$ atSkaida ar 1 ml Gdens
pirms lietoSanas. Stabils 2 ned€las. Tapéc atskaida tik, cik vajag.

5) Parklaj ar foliju vai ieliek atvilktng, lai butu tumsa uz 30 min.

6) Tripsina Skidumu patur 15 min 15 min istabas temp.

7) Pieliek 2,5 pl tripsina $kiduma, inkubgé 37 grados 4 stundas.

8) Pec 4 h talit jaieliek saldétava uz minus 20 gradiem.

9) Var atstat saldétava uz nakti.

11. Peptidu biblioteku iegiiSana

1) Atkaus€ proteinu paraugus istabas temperatira 5 min laika
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2) Parnes skidumu uz jaunas 10 kDspin koloninas ar jaunu savakSanas mégeni un

centrifugé 10 min pie 16000 X g
3) Savac to, kas iztek caur koloninu. Jabiit 50-100 pl tilpumam un apméram 1-5

mikrogrami proteinu totalaja proteinu dala un 0,2-1 mikrogramam virsmas proteinu dala.

Atkal jaizmera proteinu daudzums.

4) Sadu skidumu uzreiz var analizét ar masspektrometru.

SW620 colon cancer cells
/ \ SW480 colon cancer cells
Hipoksija Normoksija Hipoksija Normoksija
Virsmas  Kopéjie Virsmas  Kopéjie Virsmas Kopéjie Virsmas Kopéjie
proteini proteini proteini . . . . .
proteini proteini  proteini protemi protemi
o ¥
™ T
m d
£ 9 '
> +
2 o’
W L
Shaved exosome
Shaved exosomes peptide library
@
g (P A N
| P O ®
@
Q. -y e
= B @ -
e .
(W) Complete exosome
peptide library

Intact exosomes

2.4.1. att. Proteinu fragmentu izdaliSanas shéma.
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2.4.2. att. Komplekta spin kolonnu izmantoSanas shéma.

2.5. Hromatografija un masspektrometrija

Kustigas fazes gradienta reZims
Laiks, min Kustiga faze A, % Kustiga faze B, %

0-45 5 95
45 0 100
55 0 100
60 95 5

Kustigas fazes plismas atrums — 0,30 mL/min;

MassHunterQualitativeAnalyses B.05.00 datu apstrades sisteéma;

Masspektrometrijas apstakli

e Elektronu izsmidzinasana pozitivaja reZima (ESI+);
e DetekteSanas diapazons — m/z 300 — 2500 ;

e 7avejosas gazes plasma — 10 L/min;

e 7avejosas gazes temperatiira — 350 °C;

e Fragment€Sanas spriegums — 600 V;

e ieckSgjais precizas masas kalibréSanas Skidums pie m/z 149,02332 un m/z 922,0097.
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2.6. Proteinu koncentracijas mériSana

2.6.1. Proteinu satura mérijumi ar ultravioléto gaismu (UV)

Izméra eksosomu proteinu daudzumu pie 280 nm. Saja metodé standartu nav.
Salidzina ar PBS buferi, jo taja ir resuspendétas eksosomas. Ja nav starpibas, tad proteinu
vispar nav, vai nav triptofanu. Aromatiskie savienojumi, ka tirozins un triptofans, absorbg
UV starus pie 280 nm. Ja absorbcijas koeficients ir zems, tad visticamak par iemeslu tam,
ka proteinu molekula neparadas triptofana sekvence, 10% kltida var traucét gala proteinu

koncentracijas precizu noteikSanu.

2.6.2. Proteinu meérisanas ar BCA metodi darba gaita

Reagenti komplekta

BCA Reagents A, 1000ml (Nr 23225) vai 500ml (Nr 23227), kas satur natrija
karbonatu, natrija bikarbonatu, bikinhoninikskabi un natrija tartratu 0,1 M natrija
hidroksida $kiduma. BCA reagents B, 25ml, kas satur 4% vara sulfata. Albumins,

standarts ampula, 2 mg / mL, 10 x 1ml ampulu, kas satur liellopu seruma albuminu

- =

Proteinu koncentracijas merisana mikroplate

Sagatavo darba reagentu (WR), samaisot 50 dalas BCA Reagentu A ar 1 dalu BCA
Reagentu B (50: 1, Reagents A: B).
1. Ar pipeti ieméra 25 pl katra standarta vai nezinama parauga mikroplates laucina
(darbibas diapazons = 20-2000pg / ml) (piem&ram, Thermo Scientific ™ Pierce ™ 96
bedrisu platg, Preces Nr 15041).
Ja izlases lielums ir ierobezots, nem 10 pl Katra nezinama parauga un standartu var lietot
(paraugu un darba reagentu (WR) attieciba = 1:20).

2. Pievieno 200 pl no WR katram laucinam un samaisa plati uz plates kratitaja 30 sec.
3. Plati inkubg 37 ° C temperattira 30 miniites.

4. Atdzese 5 min un méra absorbciju 540-590 nm.

5. Lidzigi sagatavo albumina standartlikni.
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50 parts "A" + 1 part"B"

Mix working reagent

2.6.1. att. Reagentu samaisiSanas shéma.

Net A(562 nm)

0.1 ml Sample + 2.0 ml Working Reagent

BCA Protein Assay

Incubate: 30 min. at 37°C Spectrophotometer

o P
| |
I
Mix well Then cool Read at 562 nm

—a— BGG

—1— BSA

0

]
500

)
1,000

)
1,500

Protein Concentration in pg/ml
2.6.2. att. Standartliknes.

2.7. Peptidu bibliotekas

Hipoksijas eksosomu (EXnip) un normoksijas (EXnorm) peptidu bibliotékas iegitas,

2,000

izmantojot, nodalot atseviski virsmas un kopgjo proteinu frakcijas.

Tika sagatavotas 8 peptidu biblitotekas:
e 480 HT — hipoksijas kopgjie proteini;
e 480 NT - normoksijas kopgjie proteini;

e 480 HV - hipoksijas virsmas proteini;

620 HV - hipoksijas virsmas proteini;

620 HT — hipoksijas kop&jie proteini;

620 NT - normoksijas kopgjie proteini;

480 NV — normoksijas virsmas proteini

620 NV - normoksijas virsmas proteini
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Sagatavojam eksosomu lizatus proteinu koncentracijas mérisanai, nemot 10 pl no katra

eksosomu parauga un izskidinot reagentu komplekta reagenta A.

Proteinu koncentracija eksosomu paraugos

Eksosomu parauga kods

Proteinu konc. pg/ml

Stnu audzesanas veids

620H 2717,27 ug/ml Hipoksija
620N 856,16 ug/ml Normoksija
480H 216,97ug/ml Hipoksija
480N 780.32 ug/ml Normoksija

3.1.tabula

Rezultati rada, ka no Stnam izdalitajas eksosomas ir loti dazada proteinu koncentracija.
Vismazak ir 480H parauga un apméram 10-11 reizes vairak 620H parauga. Nevar secinat, vai
hipoksija izmaina proteinu kop€jo daudzumu, jo nav korelacijas. 620H ir apm&ram divas reizes
vairak proteinu, bet 480H apméram tris reizes mazak neka attiecigi 620N un 480N. Proteinu
koncentracijas atSkiras no iepriek§gja 2015. gada eksperimenta, kad proteinu koncentracija visos
eksosomu paraugos bija gandriz vienada.

3.2.tabula

Kopgjo proteinu koncentracija*

Stinu linijas, no

kuram izdalitas Proteini,
eksosomas ug/ml
SwW480 H 1799,6
SW480 N 1682,7
SW620 H 1714,4
SW620 N 1602,6

Dati no ieprieksgja gada publicéti M. Otersberga magistra darba.



Sis pétijums apliecina to, ka pat, ja eksosomu iegii$anas procesa netiek mainiti apstakli un
Stnu skaits ir vienads, nevar iegtt vienadu daudzumu eksosomu, ja daudzumu raksturo péc
proteinu koncentracijas.
Lai gan ir ierasta prakse, ka kvantitativi analizé eksosomas, izmantojot standarta proteina
kvantitativas noteikSanas metodes, tas nav pareizi, jo eksosomas ir dalinas. Ir trTs pieejamas
metodes to daudzuma izmérisanai (Koritzinsky et al., 2016):
1. Elektronmikroskopija lauj noteikt dalinu izmé&ru un tadg€jadi atskirt eksosomas un
citus puslisus.
2. Nanosight: ta ir Tpasa optiska mikroskopija pielagota skaitliski mazu dalinu skaitiSanai.
3. ExoELISA (System Biosciences): Sis ir ELISA komplekts nespecifiskai eksosomu
daudzuma noteikSanai.
Tomeér més nepétijam eksosomu skaitu ml, bet proteinu daudzumu, lai pétitu tiesi proteinu profilu

un mekl&tu hipoksijas izraisitus proteinus.

Parasti proteinus vispirms saskel, izmantojot tripsinu, un tad peptidi tiek atdaliti viens no
otra, izmantojot apgrieztas fazes Skidruma hromatografiju. Ta ka peptidi tiek elu€ti no apgrieztas
fazes kolonnas, tad ar elektroizsmidzinaSanas jonizaciju tos parvér§ gazeé. Analiz€jamo vielu joni
tiek sadrumstaloti masspektrometra. Tad fragmentu un mates jonu masas atrod datu bazes, meklgjot

vislabak atbilstoSo peptida sekvenci konkréta datu baze.

2015. gada pirmaja eksperimenta gan 480HT un 480NT, gan 620HT un 620NT paraugu
hromatogrammas bija identiskas un nekadas izmainas proteinu joslas neatklaja. Piemeérs paradits
attela (3.1. att.), tapec mes padzilinati pétijam virsmas proteinu hromatogrammas un salidzinajam ar

ieprieks iegiitajam.
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x107 +ESI TIC Scan Frag=130,0V 480 HT d

x107 +ESITIC Scan Frag=130,0V 480 NT .d
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3.1. att. 480 HT un 480 NT kop&jo proteinu hromatogrammu salidzinajums.

Pirmaja eksperimenta atklajam, ka hipoksija izraisa jaunu proteinu joslu raSanos eksosomu virsmas

proteinu profila. Piemérs ar 480HV un 480NV paradits attela ( 3.2.att.).

x108 +ESI TIC Scan Frag=130,0V 480 HV.d
14
0.8
0.6
0.4
0.2

x107 +ESITIC Scan Frag=130,0V 480 NV.d
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2..
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5 4 45

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)
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3.2.att. 480HV un 480NV virsmas proteinu profila hromatogrammu salidzinajums.

36



V]

3.3. att. Hipoksijas izraisito SW480 eksosomu virsmas proteinu joslu hromatogrammas. Ar sarkanu
krasu ieziméti normoksijas proteinu piki ar peleku — hipoksijas.

Lidzigi jauni proteini bija saskatami art 620HV un 620NV eksosomu hromatogrammas.

Si gada eksperimenta diemz&l virsmas proteinu joslas loti slikti sadalfjas (3.3.att.)

x107 +ESI TIC Scan Frag=130.0V 620HV.d

x107 +ESI TIC Scan Frag=130,0V 2016 620 HV.d Smooth

35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 8 95 10 105
Counts vs. Acquisition Time (min)

[

3.4.att. 620HV divu eksperimentu paraugu hromatogrammu salidzinajums. Augs¢jas
hromatogrammas 2015.g. un apaksejas Saja eksperimenta iegiitas.
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Tada pati nesakritiba tika noveérota normoksijas apstaklos iegiito eksosomu virsmas proteinu

hromatogrammas.

x107 +ESI TIC Scan Frag=130,0V 620NV.d

x108 +ESI TIC Scan Frag=130,0V 2016 620 NV#2.d Smooth

3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105 11
Counts vs. Acquisition Time (min)

3.5.att. 620NVdivu eksperimentu paraugu hromatogrammu salidzinajums. Augsejas
hromatogrammas 2015.g. un apakséjas $aja eksperimenta iegiitas.

Katra josla satur virkni fragmentu, kurus nepiecieSams identificét un pétit talak, lai

noskaidrotu konkréta peptida strukttiru vai uzbtivi. Vispirms tika iegiiti joslu masas spektri.

x10 & [+ES| Scan (4,415 min) Frag=130,0V 480 HV.d

164 2451943
144

1.2
1

6833786

0,84
0,64
0,44
0.2

0

4322600
2056748 5423006 618.33% 8402666 950,2241

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

3.6.att. 480HV 3. joslas masspektrs.

Attela paradits piemers.
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Tabula apkoptas atskirigo joslu atrastas m/z vértibas un to esamiba 480 HV un 480 NV paraugos.
3.3.tabula

480HYV 3. joslas masspektru laukumi

3.joslas laukumi

m/z 689 345 | 432,2597
480 HV | 36013083 | 37583500 | 5497296
480 NV 982360 | 1035922 n.a.
5.joslas laukumi

m/z 472,9184 | 354,9409 | 708,8723
480 HV 4918568 | 6090584 | 482935
480 NV n.a. n.a. n.a.
7.joslas laukumi

m/z 472,9184 | 354,9409 | 708,8723
480 HV 4918568 | 6090584 | 482935
480 NV n.a. n.a. n.a.
9.joslas laukumi

m/z 464 438 927
480 HV 1550496 247679 79567
480 NV n.a. | n.a. n.a.
11.joslas laukumi

m/z 462

480 HV 3125823
480 NV 399579
14.joslas laukumi

m/z 381 | 571. 8660
480 HV na.| 2368223
480 NV n.a. 545837
17.joslas laukumi

m/z 652 335

480 HV 4780595 | 2105304
480 NV 552261 286643
18.joslas laukumi

m/z 507. 8187
480 HV 27530
480 NV n.a.

Ar sarkanu krasu atziméti atskirigo proteinu fragmentu laukumi.

Kopa analiz€jam 18 joslu laukumus.

P&c masspektriem noteicam masas ladina attiecibu m/z un méginajam atsifrét fragmentus,

izmantojot NIH MASCOT datu bazi:
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Dati tika salidzinati ar UNIPROT-SPROT + UNIPROT-TREMBL un PROSPECTOR datubazes datiem
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/mssearch.cgi), izmantojot tikai Homo sapiens taksonomiju,
nosakot peptidu skelSanos, ko izraisa tripsins (trypsin, fixed modification). Fragmenti tika mekl&ti vienladina

un divladina m/z vértibam.
Atradam:

e 7. joslai pie m/z 923,4981 veértibas divladina proteinam tika atrasta atbilsttba R AMTKEEAK.T
fragmentam (originated from a G protein-coupled receptor associated sorting protein 1);

e 14, joslai pie m/z 571. 8660 vertibas divladina proteinam tika atrasta atbilsttba KQTALVELVK
fragmentam;

e 17.joslai pie m/z 654. 4221 vértibas vienladina proteinam tika atrasta atbilstiba (R)LRLPR(E)
fragmentam (MUC-1 géns) (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/mssearch.cgi?search_name=msproduct&output_type=HTML&report_title=MS-
Product&version=5.14.4%20Basic&instrument_name=ESI-Q-
TOF&use_instrument_ion_types=1&parent_mass_convert=monoisotopic&max_charge=1&s=1&seq
uence=LRLPR&);

e 18.joslai pie m/z 507. 8187 vertibas divladina proteinam tika atrasta atbilstiba QEILAALEK

fragmentam;

Tika atrastas daudz citas atbilstibas, tomeér to precizas masas uzradija lielu nobidi, neatbilda ladina

skaitam vai arT atbilda izotopu attiecibam masspektra, nevis molekularajam jonam.

Atrastie fragmenti nav 100% apstiprinati. Struktiira japierada ar mazajiem fragmentiem, gan
-NH4, gan -H20 un vél daudzam citam modifikacijam, bet p&tijuma sasniegums ir atrastas
atSkirtbas un apliecinajums tam, ka hipoksija induc€ jaunu proteinu raSanos, vai esoSo

fragmentaciju.

Izmantojot proteomika analizes, ir atrasti ap 1600 unikaliem proteiniem, kuri ir atrodami
dazadu Stunu eksosomas, un apmé&ram 300 no tiem, ir sastopami vairak neka viena eksosomu veida.
Eksosomas tiek uzskatitas par idealu zalu transportu, jo tas iekapsulé proteinus un mRNS
fragmentus, kas tos pasarga no ar&jas vides un tie sekmigi var tikt nogadati mérksinas (Bo et al.,
2014).

ExoCarta ir datu baze, kura apkopo visus eksosomas atrastos proteinus (http://www.exocarta.org/).
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Eksosomu attiriSanas tehnologijas uzlaboSana kopa ar masspektrometrija balstitiem proteoma
pétijumiem ir ieverojami paplasinajusi zinasanas par proteinu saturu. Sasniegumi masspektrometra
instrumentu dizaina ir palielinajusi aparatu jutibu un atrastd proteinu masu precizitate ir lavusi
atklat, ka eksosomas satur vienotu kopumu membranu un citozola proteinu un, ka tie satur ari
atSkirigas apakskopas proteinus, kas var€tu biit saistiti ar Stinu tipam raksturigo funkciju. Uzlabota
masspektrometrija ir, piem&ram, vienas un divu dimensiju skidruma hromatografijas-tandéma masas

spektrometrija un MALDI-TOF / TOF masas spektrometrijas (Thomas et al., 2013).

Pirms peptidu analizes nem véra attieciga peptida fizikalkimiskas Tpasibas. Tamvakopoulos
(2007) sava apskata apkopoja dazas no nozimigakajam peptidu ipasibam, kuras ir janem véra
izvéloties un attistot peptidu kvantitativas noteikSanas metodi biologiskos  $kidumos
(Tamvakopoulos et al., 2007). Masspektrometrijas darbibas pamata ir magnétisko un elektrisko
lauku iedarbiba vakuuma vidé uz ladétam dalinam (joniem). Pirms masspektometrijas analizes
parauga dalinas ir jauzlad€ vai jajoniz€ un p&c tam joni vakuuma sist€ma jaievada gazveida stavokli.
Vakuuma sistéma Sie joni tiek savstarpgji atdaliti, tad€jadi laujot noteikt to masas signalu (Ahuj et
al., 2005; Soares et al., 2012). Masas analizators vienlaicigi ir detektors un signala apstrades ickarta.
Masas analizatori ir svarigakais komponents, jo tie uzkraj un sadala jonas, vadoties péc to masas un
ladina proporcijam (mass-to-charge ratios) (m/z) (Cappiello et al., 2007). Nekomerciala datu baze
Scaffold Mass Spec brivi pieejama ir tabula, kura paraditi kop€jie proteini, kurus atrod visas

eksosomas.

Parasti protetnus vispirms saSkel, izmantojot tripsinu, un tad peptidi tiek atdaliti viens no
otra, izmantojot apgrieztas fazes Skidruma hromatografiju. Ta ka peptidi tiek eluéti no apgrieztas
fazes kolonnas, tad ar elektroizsmidzinasanas jonizaciju tos parverS gazé. Analiz€jamo vielu joni
tiek sadrumstaloti masspektrometra. Tad fragmentu un mates jonu masas atrod datu bazes, meklgjot

vislabak atbilstoSo peptida sekvenci konkréta datu baze.

Standarta eksperiments ietver galvenas darbibas: (a) proteinu izdaliSana no lizéta parauga,
(b) frakcion&sana, lai atbrivotos no citiem savienojumiem, (c) proteinu sagremosanas Iidz peptidiem,
(d) attirisana, lai iegiitu vairak homogéna peptidu maisijuma, un (e) analize ar MS. Masas spektri
tiek iegiiti ar tandém-masspektrometriju (MS/MS) jeb triskarSo kvadropolu masspektrometru, kas
papildinats ar elektroizsmidzinasanas avotu (ESI) un UPLC-TOF metodi. ESI svarigaka iezime ir
speja radit vairakus ladetus jonus, kas lauj So metodi pielietot kvantitativajai lielmolekularo

savienojumu noteikSanai.
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SECINAJUMI

Atkartojot proteinu profila salidzinasanas eksperimentu no véza Sinu SW480 un SW620
Iinijam, kas audzetas hipoksijas un normoksijas vidg, izdalitas eksosomas, netika noverota

identiska hipoksijas ierosinata virsmas proteinu profila izmaina.

Neatradot tos paSus atskirigos proteinu fragmentus, tika apliecinata $tinu izdalito eksosomu

mainiba vai ieglisanas metodes ietekme uz eksosomu kvalitati.

Proteinu koncentracija eksosomu paraugos atSkiras vairakas reizes.

Kopigo proteinu frakcija abos eksperimentos nav atskiribu starp hipoksijas un normoksijas

vidé audz€étu Sunu eksosomam.

Nakotng japierada atrasto atSkirigo proteinu fragmentu struktiiras. Precizas masas uzradija lielu
nobidi, neatbilda ladina skaitam vai ar7 atbilda izotopu attiecibam masspektra, nevis molekularajam

jonam.
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