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KOPSAVILKUMS

Audzg&ju producétas ekstracelularas vezikulas (EVs) ir ieguvusas ievérojamu uzmanibu
zinatnieku vidd pe&dejo gadu laika, ka daudzsolos$s biomarkieru avots ar potencialu pielietojumu
véza diagnostika, prognostika un monitorésana. Pacientu biofluidos cirkulgjos$o EV izmantoSanu
Siem meérkiem apgriitina tas, ka véZa izcelsmes EVs biezi sastada zemu proporciju no kopgja
parauga EV satura un $1 proporcija médz atskirties pacientu starpa. Tadél vajadzigs meklét jaunas
pieejas, kas lautu selektivi izolét un analiz&t noteiktas EV subpopulacijas, kas bagatinatas ar véza
izcelsmes biomarkieriem.

Adresgjot So aktualitati, bakalaura darba tika attistita un testéta jauna EV subpopulaciju
izoleésanas metode — ar antivielam noklatu magnétisko nanodalinu (MNP) izmantoSana.
Konjugesanai ar MNP tika izmantotas antivielas pret PSMA (prostatas specifisks markieris) un
CD63 (universals EV markieris) un, test&jot konstruktus ar bioreaktora generétam PSMA+ LNCaP
linijas EVs, apstiprinats, ka tie ar augstu efektivitati spgj piesaistit attiecigas EV populacijas.
Talakie rezultati liecinaja, ka imunoafini izolétas PV pacientu urina EVs satur augstaku mérka
subpopulacijas limeni, neka ar SEC izdalita EV populacija. Sakotngjie ddPCR testi apstiprinaja PV

markiera miR-375 klatbiitni imunoafini izloletas PV pacientu urina EV subpopulacijas.

Atslégas vardi: Prostatas vezis; Ekstracelularas vezikulas; Slgidrﬁs biopsijas; Imunoizolésana;

Magnétiskas nanodalinas; Biomarkieri; miRNS.



SUMMARY

Tumour-produced extracellular vesicles (EVs) have gained considerable attention among
scientists in recent years as a promising source of biomarkers with potential applications in cancer
diagnosis, prognosis and monitoring. The use of EVs circulating in patients' biofluids for these
purposes is complicated by the fact that EVs of cancer origin often represent a low proportion of
the total EV content of the sample and this proportion tends to vary between patients. Therefore,
new approaches are needed to selectively isolate and analyse specific subpopulations of EVs
enriched in biomarkers of cancer origin.

To address this need, a novel method for isolating EV subpopulations, the use of antibody-
coated magnetic nanoparticles (MNPs), was developed and tested in a bachelor thesis. Antibodies
against PSMA (prostate specific marker) and CD63 (universal EV marker) were used for
conjugation to MNPs and the constructs were tested with bioreactor generated PSMA+ LNCaP
line EVs and confirmed to be able to recruit target EV populations with high efficiency. Further
results showed that immunoaffinity-isolated urinary EVs from PV patients contained higher levels
of the target subpopulation than the SEC-isolated EV population. Preliminary ddPCR assays
confirmed the presence of the PV marker miR-375 in immunoaffinity isolated PV patient urinary
EV subpopulations.

Keywords: Prostate cancer; Extracellular vesicles; Liquid biopsies; Immunoisolation;

Magnetic nanoparticles; Biomarkers; miRNA.



SAISINAJUMI

Ab-MNP — Antivielas un magnétisko
nanodalinu konjugacijas konstrukts

AGR — Augstas glikozes raza

ALIX — ALG-2-interacting protein X

AUC — Area under curve

BME — beta-merkaptoetanols

CDM-HD - Chemically Defined Medium For
High Density Cell Culture

cf-DNS — Cirkul&josa briva
dezoksiribonukleinskabe

CTC — Cirkulgjosa audzgja Siina

ct-DNS — Cirkulgjosa audzeju
dezoksiribonukleinskabe

ddPCR — Digitala pilienu polimerazes kédes
reakcija

DEPC — Dietil-pirokarbonats

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
DRI — Digitali rektala izmeklesana

dsDNS — Divpavedienu
dezoksiribonukleinskabe

EUA — Eiropas Urologu asociacija

EV — Ekstracelulara vezikula

FBS — Liellopa augla serums

ILV — Intraluminala vezikula

LPH — Labdabiga prostatas hiperplazija
MES — 4-morfolinoetansulfoskabe

MHC — Galvenais audu saderibas komplekss
mMIRNS — Mikro-ribonukleinskabe

MNP — Magnétiska nanodalina

MRNS — Matricas ribonukleinskabe

MV — Mikrovezikula

MVK — Multivezikularais kermenitis
NGS — Jaunas paaudzes sekvencesana
NTA — Nanodalinu izsekoSanas analize
PBS — Fosfatu fiziologiskais buferskidums
PCAZ3 — Prostatas véza antigéns 3

PHI — Prostatas veselibas indekss

PSA — Prostatas specifiskais antigéns
PSMA — Prostatas specifiskais membranas
antigéns

PV — Prostatas vézis

PVO — Pasaules Veselibas Organizacija
gPCR — Kvantitativa polimerazes k&des
reakcija

gRT-PCR — Kvantitativa reversas
transkripcijas polimerazes kédes reakcija
SEC — Izméru izslégSanas hromatografija
ssDNS — Vienpavediena
dezoksiribonukleinskabe

Sulfo-NHS — N-hidroksisulfosukcinimids
TSG101 — Audzgja uznémibas géns 101

ZGR — Zemas glikozes raza
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IEVADS

Vezis ir otra navejosaka slimiba pasaul€, kas 2018. gada prasijusi aptuveni 9,6 milj. dzivibu.
Izplatitakie véZa veidi ir plauu, kraits, kolorektalais un prostatas (WHO, 2021). Sobrid izplatitaka
metode prostatas véza diagnostic€Sanai un monitor&sanai ir audu biopsiju veiksana. Ta ir invaziva
metode un var radit Tslaicigu, pat ilglaicigu diskomfortu. Aktualaka kltist Skidro biopsiju (asins,
urins, likvors u.c.) izmanto$ana véza diagnostika, kas lauj izvairities no klasiskas biopsijas
minusiem. Skidro biopsiju prieksrocibas: iesp&ja minimali invaziva veida iegiit lielaku parauga
daudzumu; cirkulgjosas biomarkieru molekulas sp€j reprezentet audzgja attistibu realaja laika; atra
cirkulgjoSo biomarkieru analize, kas noder efektivakai terapijas pielagoSanai. Par biomarkieriem
var izmantot cirkulgjoSas audzgja Siinas, brivi cirkulgjosas nukleinskabas un ekstracelularas
vezikulas (EVs). Fosfolipidu dubultslana EV dalinas, kuras apkartgja vidé izdala $unas, satur
attiecigajai Stnai atbilstoSu biomolekulu repertuaru. Biologiskajos Skidrumos parstavéto EV
izoléSana un talaka to satura analize paver jaunas iesp&jas véza diagnostika (Kretschmer A., Tilki
D., 2017).

Izplatitakas EV izoléSanas metodes ir ultracentrifugacija un izméru izslégSanas
hromatografija, tacu pedgja laika zinatniekus ir ieinteres€jusas alternativas metodes. Tas ir tadas
pieejas, kas lauj selektivi izol&t un analizet noteiktas EV subpopulacijas, kas ir bagatinatas ar véza
izcelsmes biomarkieriem. Ta ka pacientu biologiskajos Skidrumos cirkulgjoso véza izcelsmes EVs
bieZi sastada vien zemu proporciju no kop€ja tajos parstavéto EV repertuara un §1 proporcija médz
loti atSkirties pacientu starpa, tad iepriekSminétas metodes nav optimalas véZza biomerkieru izp&tei.

Viena no jaunakajam selektivas EV izoléSnas metodeém ir uz imunoafinitati balstita metode,
kura izmanto ar antivielam klatas magnétiskas dalinas, kas sp€jigas piesaistit mérka antigénu uz
virsmas prezent&joSas EVs (Doyle L., Wang M., 2019). Ta ir daudzsoloSa metode, kas ir noderiga
klinisko $kidro biopsiju izpéte, jo lauj no Skidruma izolét mérketu EV subpopulaciju. EV ietvertas
biomolekulas sp€j sniegt detalizétu informaciju par slimibas progresu un agresivitati. Viena no
tadam biomolekulu grupam, péc kuras kliniskajos paraugos var, pieméram, atskirt prostatas véza
un labdabigas prostatas hiperplazijas gadijumus, ir miRNS (Stuopelyte K. et al., 2016). Paslaik nav
neviena MIRNS urina testa agrinai prostatas véza atklaSanai un prognozei. Lai apstiprinatu tas
mIiRNS, kuru izmainita regulacija audos ir saistita ar prostatas audz&ju, ir nepiecieSami papildu

pétijumi ar urinu (Foj L. et al., 2017).



Bakalaura darba mérkis bija attistit un testét jaunu pieeju prostatas véza EV subpopulacijas

selektivai izol€Sanai no pacientu biologiskajiem Skidrumiem, kas biitu balstita uz ar antivielam

noklatu magnétisko nanodalinu (MNP) izmatoSanu, ka ari talak apstiprinat, ka izol&taja

subpopulacija iespgjams detektet prostatas véza miRNS biomarkierus. Meérka sasniegSanai tika

1zvirziti sekojosi uzdevumi:

1.
2.

legtt prostatas véza EVs no Stnu kultiiras, izmantojot dobo Skiedru bioreaktoru;
Uzkonstruét ar PSMA un CD63 antivielam konjugétas magnétiskas nanodalinas.
Optimizet imiinizolésanas apstaklus un raksturot Ab-MNP veiktsp&ju, tas testgjot ar Stinu
Itniju EVs;

Raksturot Ab-MNP EV izolésanas efektivitati un specifiskumu urina vidg;

Izmantot Ab-MNPs EVs subpopulaciju izolé$anai no prostatas véza pacientu $kidrajam
biopsijam;

Analizg&t prostatas véza miRNS biomarkierus izdalitajas EV subpopulacijas, izmantojot
ddPCR.



1. LITERATURAS APSKATS

PriekSdziedzeris jeb prostata ir virieSiem specifisks dziedzeris; tas aptver urinizvadkanalu,
kur tas iziet no urinpii$la (1.att€ls). Prostata ir svarigs organs reproduktivajai funkcijai, jo taja
testosterons tiek parveidots biologiski aktiva forma, ka arf tas sekretétais Skidrums sastada dalu no
spermas $kidras komponentes, kas sajaucas ar spermatozoidus saturodo séklinicku sekrétu. Sis
Skidrums palidz spermatozoidiem celot un izdzivot. Anatomiski cilvéka prostatai ir tris zonas:
periféra zona, kuru skar 60-75% prostatas véza (PV) gadijumu, centrala zona un parejas zona
(McNeal J., 1988). Prostatas dziedzeris satur tris epit€lija $tnu tipus: bazalo, luminalo un
neiroendokrino (Henry G. et al., 2018). Gan luminalas $tinas, gan bazalas $tinas var kalpot par PV
izcelsmes §tnam, tomér nav zinams, vai neiroendokrinas $tinas var transforméties (Wang G. et al.,
2018). Cilveka prostatu veido dziedzeru un stromas elementi, kas cieSi sapliist pseidokapsula

(Lee C. etal., 2011).

Vesela prostata Prostatas vezis
_— Niere __ Niere
@ e
“— Urinvads «—Urinvads
S e S e

«— Urinpuslis — Urinpuslis
Patologiski y Palielinata

Prostata  jzaugumi e prostata

«— Urinizvadkanals «—Urinizvadkanals

1.attels. VirieSa urtnorganu sisteémas shéma. Attéls pielagots no currae.com.

Priek$dziedzeris atrodas zem urinpasla. Prostatas centra ir urinizvadkanals, caur kuru tiek izvadits
urins. V&Za skarta prostata ir ar izaugumiem un palielinata, kas blok& urina plismu.

Figure 1. Scheme of male urinary tract. Adapted from currae.com.

The prostate is located below the bladder. In the centre of the prostate is the urethra, through which
urine is passed. A prostate affected by cancer is covered with abnormal growths and is enlarged,

which blocks the flow of urine.

1.1. Prostatas véza sastopamiba un diagnostika

Vezis ir globala veselibas probléma, jo péc Pasaules Veselibas Organizacijas (PVO) datiem
tas bija otrais sastopamakais naves c€lonis 2020.gada pasaul€ aiz kardiovaskularajam saslim$anam

(WHO, 2021). Veéza statistikas datubazes Globocan dati par 2020.gadu zino, ka Eiropa tika
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diagnosticéti nedaudz vairak ka 473 000 PV gadijumu, kas sastada 20% no visiem v&zu
gadijumiem virieSiem, bet ka naves iemesls tas ir bijis 108 000 gadijumos. Savukart Latvija
2020.gada tika registréts 1531 PV gadijums, kas ir 25% no visiem vézZu gadijumiem virieSiem, ka
arT 405 ar PV saistiti naves gadijumi (Globocan, 2021).

Ka galvenais PV riska faktors tiek uzskatits vecums — §1 slimiba lielakoties skar virieSus
vecuma virs 65 gadiem, tacu arvien vairak ir palielinajies PV gadijumu skaits nedaudz jaunakiem
virieSiem — vecuma no 55 gadiem (Salinas C. et al., 2014); tadg] savlaiciga PV diagnostic€Sana ir
kluvusi par aktualu problému. Ari cilvéka rasei ir liela nozime — afroamerikaniem ir viens no
augstakajiem PV saslimstibas raditajiem pasaulé (275 gadijumi uz 100 000 virieSiem), kas ir
gandriz par 60% augstaks neka baltajai rasei. V&l mazak PV skarto ir aziatu vida (Crawford E.,
2003; Platz E. et al., 2000). PV attistibu un agresivitati vél ietekmeé smékesana (Weir J., Dunn J.,
1970); &is slimibas iedzimtibas faktori, lai gan ir pétijumi, kas gan apstiprina, gan noliedz $o
(Ganesh B. et al., 2011; Simard J. et al., 2002); ka arT augums un kermena masas indekss
(Genkinger J. et al., 2020). No géniem, kuru mutacijas ir saistitas ar PV, ir identificéti HOXB13,
BRCA1, BRCA2 (Wang G. et al., 2018).

PV molekularas izmainas un kliniska gaita ir loti neviendabiga. Jaunas zinasanas par audzg€ju
morfologiju un saistibu ar kliniskajam pazimém ir mudinajusas PVO parskatit PV klasifikaciju.
Akurata PV Kklasifikacija ir svariga, lai izv€l€tos atbilstoSu arsteéSanas metodi. Balstoties uz jauniem
pétijumiem, PV var tikt iedalits vairakos apakstipos ar atSkirigam molekularajam izmainam un
klinisko pazimju manifestaciju, kas ped&jos gados lauj vél vairak personalizét arstéSanas metodes

(Inamura, 2018).

1.1.1. Prostatas véza klasifikacija

Prostatas Stinu patalogijas var bt ne tikai laundabigas, ka PV gadijuma, bet ar labdabigas,
ka labdabigas prostatas hiperplazijas (LPH) gadijuma. LPH lielakoties skar prostatas parejas zonu,
savukart PV lielakoties sastopams periféraja zona (McNeal J., 1981). Amerikanu patologs Donalds
Glisons (1992) postulgja, ka PV dazadas formas ir ciesi saistitas ar ta plaso morfologisko izpausmi.
Vinaprat, pétnieciba ir loti vértiga histologiska klasifikacija, ko varétu un vajadz&tu plasak un
sistematiskak izmantot pacientu aprip€.

Sobrid Glisona klasifikacijas sistéma (2.attéls) ir viena no uzticamakajam metodém PV
agresivitates novertésanai. Ta izstradata 20.gadsimta 60.—70.gados un 2004.gada PVO to oficiali
apstiprinaja PV klasificésanai, un pécak papildinaja 2016. gada (Humphrey et al., 2016; Chen N.,
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Zhou Q., 2016). Glisona klasifikacija ir standarta pieeja prostatas adenokarcinomu histologiskas
diferenciacijas pakapes pieskirSanai, kas ir saistita ar slimibas smaguma pakapi. Saskana ar $o
sisttmu PV tiek iedalits piecas Glisona pakapées. Pakape tiek pieskirta pamatojoties uz dziedzeru
diferenciacijas vert€jumiem, kas vari€ no 1 (labi diferenci€tas Siinas) Iidz 5 (slikti diferenciétas
Stnas). Heterogénas Glisona klasifikacijas metod€, kas apstiprinata 2014.gada, no biopsijas
paraugiem tiek nemti véra divas sastopamakas audu diferenciacijas strukttras veidi un to vértibas
saskaititas. Saskaitot Glisona pakapes, iegiist Glisona skaitli (summu), kas atbilst kadai no piecam
grupam. Pirmas grupas audzgjs ir mazak agresivs, bet piektas grupas — visvairak agresivs (Hasan A.
etal., 2021).

Glisona Glisona Grupa 1
pakapes 1-3 skaitlis <6
atseviski, individuali
dziedzeri
Glisona Grupa 2

skaitlis
3+4=7

Glisona pakape 4

Glisona Grupa 3
sapladusi vai slikti skaitlis
izveidojusies 4+3=7
dziedzeri
Glisona Grupa 4
skaitlis
4+4=8
3+5=8
5+3=8
s S Glisona pakape 5 Glisona Grupa 5
¢ 9, Pavedienveida skaitlis
b W 42 W  veidojumi, zonas bez 4+5=9
EEPESY b { G5y, § dziedzeriem, 5+4=9
ik ol "2;_.,,_ ’ o P individualas $unas 5+5=10

2.attels. Glisona lasiﬁi;%cijas sistéma. Ai ada-ptéts no Chen N., Zhou Q., 2016.

Imunhistologiskie prostatas audz&ju paraugi ar atbilstoSu Gisona vértéjumu péc $tinu diferenciacijas

(1-5). Saskaitot pakapes, iegiist Glisona skaitli (2-10). Glisona skaitlis atbilst kadai no piecam audzgja

agresivitates grupam.

Figure 2. Gleason grading system. Adapted from Chen N., Zhou Q., 2016.

Immunohistological prostate tumour specimens with appropriate Gleason score based on cell

differentiation (1-5). The Gleason grade (2-10) is obtained by summing the scores. The Gleason grade

corresponds to one of five tumour aggressiveness groups.

Prostatas laundabigas transformacijas procesam ir vairakas pakapes. Tas sakas ka prostatas
intraepiteliala neoplazija — notiek luminalo $tnu hiperplazija, samazinas bazalo $tnu skaits un
kodoli klast atipiski. Tam seko lokalizéts prostatas audz€js un p&c tam progresgjosa prostatas
adenokarcinoma ar lokalu invaziju, kas var talak progresét par metastatisku PV (Shen M., Abate-
Shen C., 2010; Wang G. et al., 2018). Lielaka dala naves gadijumu no v&Zza iestajas tie$i metastazu
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del. Limfmezgli, kas robezojas ar primaro audz&ju, biezi ir pirma metastazu vieta, kam seko
metastazes aknas, plausas un kaulos (Datta K. et al., 2010).

Gan normalas, gan audzg€ja skartas prostatas darbibai ir nepiecieSami viriSkie hormoni —
androgéni. Petijumu gaita paradits, ka séklinieku androgénu deprivacija ar kirurgisku vai kimisku
kastraciju izraisa prostatas audz&ju regresiju (Huggins C., Hodges C., 1941). Tomér péc $adas
manipulacijas parasti ir novérojama PV atgrieSanas. Tada gadijuma $adu recidivu slimibu sauc par

kastracijas rezistentu prostatas vézi (NCCN, 2020).

1.1.2. PV simptomi un diagnostikas metodes

Izplatitakie PV simptomi ir urina nesaturéSana; seksuala disfunkcija; zarnu darbibas
trauc&jumi (Talcott J. et al., 2003); sapes gurnos, mugura (mugurkauld), kriitis (ribas); kaju vai
pedu vajums vai nejutigums (American Cancer Society, 2019). Slimibas gaitai progres€jot, mainas
ar1 simptomu bieZums un intensitate.

Atkariba no slimibas stadijas PV arsté$anai var izmantot aktivu novéro$anu, kirurgisku
arstéSanu, kimijterapiju, hormonu terapiju, staru terapiju vai vairaku So terapiju kombinaciju
(Miller et al., 2016). Ne mazak svarigi par piemérotakas terapijas izveli, ir butiski arT laicigi
diagnosticét priekSdziedzera patalogijas. Hugosson J. et al. (2010) veica populacijas skrininga
pétijumu ar mérki novertet, cik efektiva ir skrininga programma, kura viriesi tika izraudziti péc
nejausibas principa un péc tam aicinati piedalities prostatas specifisko antigéna (PSA) testa.
Petijuma secinaja, ka $ada programma samazinatu PV izraisitu mirstibu pat uz pusi 14 gadu laika,
ja 76% no viriesiem (vecuma no 50 gadiem) vismaz vienu reizi ir veiktu PSA testu. Sis ir viens no
testiem ar kuru palidzibu var diagnosticét PV, tacu laika gaita ir rastas citas metodes — ar dazadam
priekSrocibam vai trikumiem.

1.1.2.1. Izplatitakas diagnostikas metodes

Digitali rektala izmekléSana (DRI)

Sakotng&ji vieniga PV diagnostikas metode bija DRI — ar pirkstu caur taisno zarnu aptaustot
prostatu. Lai gan tas rezultati var tikt interpretéti subjektivi (Smith D., Catalona W., 1995), ta ir
noderiga metode un tiek izmantota praksé vél misdienas, kaut ar1 klat nakusi virkne jaunu
diagnostikas pieeju. Okotie O. et al. (2007) norada, ka DRI neieklausana skrininga protokolos var
pasliktinat PV arstéSanas rezultatus, jo daudzi tikai ar DRI konstatétie véza gadijumi ir potenciali
arstejami. Ir svarigi piebilst, ka ne visas ar DRI noteiktas izmainas norada uz PV —tas var but LPH
del, kadel ir nepiecieSami testi, kas specifiski norada, ka virietim ir PV.
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Transrektala prostatas ultrasonografija (TRUS)

TRUS parasti izmanto prostatas tilpuma noteiksanai, jo ta ir 1&taka un atraka metode neka
magnétiskas rezonanses (MR) izmeklgjums, ka arT prasa mazak personala un telpas. Ari TRUS
gadijuma rezultati var bat subjektivi — prickSdziedzera tilpuma noveértéjums tomér ir atkarigs no
procediiras veicgja (Tewari A. et al., 1996). Ta¢u TRUS ir liela nozime cita PV diagnostikas
metodé — biopsijas (Gosselaar et al., 2008; Nguyen-Nielsen M., Borre M., 2016).

Biopsijas

Biopsijas materiala imtnhistologiska analize lauj precizak diskriminét PV no LPH, ka ari
sniedz iesp&ju raksturot PV Glisona skaitli, kas ir nozimigi klinisko lémumu pienemsanai.
Lielakaja dala gadijumu PV audu biopsijas tiek veiktas TRUS kontrolé. Nemtais biopsiju skaits
var atSkirties katra valsti vai klinika, bet parasti tas vari¢ no 6 lidz 10 (Gosselaar et al., 2008;
Nguyen-Nielsen M., Borre M., 2016). Tiesi ar biopsijas palidzibu histologiskajam paraugam var
noteikt Glisona pakapi, kas sniedz vairak informacijas par audzgja attistibas pakapi un agresivitati
(Gleason D., 1992). Tomér prostatas biopsijas laika nemtais paraugu skaits ir ierobezots un tajos
ne vienmér var atrast audz&ja Stinas (Serefoglu E. et al., 2013). Ari $ai metodei ir Skérsli —
patologiem ir diezgan sarezgiti atri un viennozimigi objektivi identificét anomalijas biopsijas
parskatos, pie tam manuala apstrade aiznem daudz laika un kavé arstéSanu. ST iemesla dél notiek
attistiba datorizétas noteikSanas (Computer-Aided Detection) joma. Nesenie sasniegumi $aja joma,
izmantojot dzilo maciSanos (Deep learning), ir pavérusi plasas iesp&jas automatiskai patalogiju
noteikSanai un atpaziSanai ar loti augstu precizitati gan PV, gan citu medicinisko diagnozu un
prognozu noteik$ana. Automatizetas dzilas maciSanas sist€émas ir devusas daudzsoloSus rezultatus,
izmantojot histopatologiskos attélus, lai precizi klasificétu prostatas vézi (Hasan A. et al., 2021).

Pacientam §1 invaziva procediira parasti nerada lielas komplikacijas, bet gan var sagadat
diskomfortu. Pacienti zino par sapém, drudzi, asinoSanu lidz 35 dienam pé&c procediiras (Rosario
D. etal., 2012) un p&chiopsijas infekcijam, ka del pacientam ir svarigi lietot atbilstoSas antibiotikas
(Nguyen-Nielsen M., Borre M., 2016).

PSA tests

PSA jeb KLK3 ir plasak zinamais proteins no kallikreiniem, kas p&c funkcijas ir serina
proteazes. Kallikretnu génu saimé ir 15 locekli (KLK1-15) un 10 no to produktiem ir atrodami urina
(Sardana G., Diamandis E., 2009). PSA izdala tikai prostatas dziedzeris, tap&c ta mérijumi var dot
ieskatu par izmainam prostatas darbiba. PSA normala funkcija ir $kidrinat spermu, bet PV

gadijuma tas tiek sekretéts liela daudzuma. Ja PSA koncentracija asins seruma ir virs 4,0 ng/ml,
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tad tas tiek uzskatits par pozitivu gadijumu — PV indikaciju. Tomér ari novecoSana, LPH un
prostatits (prostatas ickaisums), izraisa PSA Iimena paaugstinasanos, tadel pec $1 markiera ir liela
viltus pozitivu rezultatu iesp&jamiba (Dejous C., Krishnan U., 2021). Sis augstais kliidas patsvars
noved pie nevajadzigam biopsiju veikSanam un lickam terapijam (An Y. et al., 2020; Catalona W.J.
et al., 1998). Lai uzlabotu prostatas véza detektéSanu, ir icteicams testét dazadus PSA parametrus,
pieméram, PSA blivumu (PSA koncentracijas attiecibu pret prostatas tilpumu) un ta brivo vai
kop€jo Itmeni parauga (Serefoglu E.C. et al., 2013).

Citas attélveidoSanas metodes

Ja saglabajas aizdomas par PV pat pie negativa biopsijas rezultata, diagnozes precizé$anai
var tikt izmantota multiparametriska magnétiskas rezonanses skenéSana (mpMR). Visbeidzot,
kaulu scintigrafija un pozitronu emisijas tomografiju un datortomografiju (PET-CT) sken&sana ir
papildu diagnostikas att€lveidoSanas instrumenti, kas ir 1pasi noderigi metastazu novértéSanai un

slimibas progresésanas uzraudzibai (Nguyen-Nielsen M. & Borre M., 2016).
1.1.2.2. Jaunas diagnostikas metodes

PV agrina slimibas stadija ir asimptomatisks, un tam ir raksturiga liela kitra jeb indolenta
v&za tipa apaksgrupa. Tapéc ir loti svarigi izstradat individualiz&tu pieeju prostatas véza agrinai
atklasanai, slimibas klasifikacijai (indolenta vai agresiva) un atbildes uz arstéSanu prognozésanai.
PV biomarkieru atklasana ir panakts ieverojams progress, galvenokart, pateicoties genomikas
tehnologiju attistibai. Ir izveidots plass un inovativs, uz dazadu biomaterialu (serums, urins,
audzgja audi) analizi balstitu prognostikas un diagnostikas testu klasts (Kohaar 1. et al., 2019). Ta
ka §is metodes ir jaunas, tas vél tiek testtas un visparpienemtajas PV diagnosticéSanas Eiropas
Urologu asociacijas (EUA) vadlinijas vél nav ieklautas (EAU, 2021).

Prostatas veselibas indeksa (PHI) tests

Sobrid ir pieejami uzlaboti asins seruma testi — ar tiem joprojam testé PSA limeni, tatu nemot
vera vairakus faktorus. Prostatas veselibas indekss (PHI) ir asins analizes tests, kas analiz€ briva
PSA (fPSA), kopgja PSA (tPSA) un p2PSA (primara prostatas audz&ja audos sastopama fPSA
izoforma) Iimeni, lai prognozétu, vai pacientam ir >7 Glisona skaitla slimibas risks. So testu var
izmantot, lai atSkirtu PV no citam labdabigam slimibam virieSiem vecuma no 50 gadiem, kuriem
DRI rezultati neuzrada patalogijas un seruma kopgjais PSA Iimenis ir no 2 Iidz 10 ng/ml (Catalona
W.etal., 2011).

Cetru kallikreinu tests
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VEél viena PSA testa uzlabota versija ir seruma tests, kas balstits uz ¢etru kallikreinu (tPSA,
fPSA, neskarta PSA un hK2) analizi. Salidzinot ar ierastajiem datiem par kop&jo PSA un vecumu,
Sis tests ir precizaks agresivas slimibas prognozeSana. P&tijums, kura noveértéta Cetru kallikreina
markieru prognostiska vértiba patologiski nenozimigam salidzinajuma pret agresivu PV, paradija,
ka par 8-10% statistiski nozimigi (p<0,00001) uzlabojas PV prognozéSanas precizitate biopsijas
laika, pie tam §ie rezultati lauj izvairities no aptuveni 48-56% nevajadzigu biopsiju (Carlsson S. et
al., 2013). Stattin P. (2015) longitudinala p&tijuma konstat&ja, ka PSA limenis asinis 50 un 60 gadu
vecuma paredz ilgtermina metastatiska PV risku un ka kallikreina markieru panelis spécigi
prognoze attalinatas metastazes daudzus gadus vélak virieSiem ar méreni paaugstinatu PSA.
Pasreizgjas EUA vadlinijas ka viens no potencialajiem markieru testiem, ko var piedavat
pacientiem ar PSA no 2,0 lidz 10,0 ng/ml, lai papildus novertetu risku, ir min&ts 4Kscore — cetru
kallikreina markieru tests. Tomér, ta ka joprojam triikkst vienpratibas par testa lietoSanu, tas nav
ieteicams ka primarais diagnostikas tests (Kretschmer A., Tilki D., 2017).

Cirkul&josas audzéja Sunas (CTC)

Ir zinams, ka prostatas un citu vézu pacientu asinis un kaulu smadzengs var noteikt audzgja
Stnas (Morgan T. M. et al., 2007). Cirkulgjosas audzgja $tinas (CTC) pedgja laika ir aktivi p&titas
ka biomarkieri pacientiem ar progresgjosu PV. Thalgott et al. (2013) p&tijuma secinaja, ka CTC
koncentracija ir izmantojams ka prognostisks molekularais markieris, Tpasi metastatiska kastracijas
rezistenta PV pacientiem, kuriem ir kaulu metastazes. Vina pétijuma tika izmantots CellSearch™
System (ASV) tests. Ta princips isuma — centrifugétam asinu sedimenta slanim tiek pievienotas ar
antivielam (pret epitelialu Stinu adh&zijas molekulam, kas nodroSina CTC atdaliSanu no vairuma
citu §inu) klatas magnétiskas dalinas, kas imunoprecipitacijas veida piesaista sev CTCs. Siinas
iekraso ar citokeratinu antivielam (CTC), CD45 antivielu (kontamingjoSie leikociti) un DAPI (Stinu
kodoli). Talak iezimétas Stinas tiek ienestas Tpasa kartridza, kur tas magnétiskaja lauka izkartojas
viena fokusa plakn€. Kartridzs tiek sken&ts ar Celltracks Analyzer 1l sistému, kas atpazist
citokeratinu un DAPI dubultpozitivas Stinas ka potencialas CTC. Ka CTC alternativu péta
cirkulgjosas audzgja (bezstnu) DNS (ct-DNS) vai bezstnu DNS (cf-DNS), kas ir 1si, ~150-180 bp
(Keller L. et al., 2021), DNS fragmenti, kas cilvéka biologiskajos $kidrumos nonak S$tnu
degradacijas procesu vai regulétas izvadiSanas celos. No dazadam §tinam var tikt izvaditas cf-DNS,
bet ct-DNS ir tikai audz&ju Stnam specifiskas (Grabuschnig S. et al., 2020).

Lidz ar jaunas paaudzes sekvencéSanas (NGS) un jutigu CTC noteikSanas plazmas testu

ieviesanu, CTC, cf-DNS un ct-DNS klist par nozimigiem $kidro biopsiju mérkiem onkologija. Sie
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testi ir minimali invazivi un piemé&roti audz&ja monitoré$anai pirms un péc operacijas. Lai gan $1
metode jau ir pieradijusi sevi ka daudzsolosu, tai vl ir nepiecieSami uzlabojumi. Ka viena no
problémam ir zemie ct-DNS vai CTC daudzumi skidrajas biopsijas, ka ari CTC/ct-DNS korelacija
ar pacientu vecumu un dzimumu nav precizi noteikta, kas ir problematiski specifiska un preciza
diagnostikas testa pilnveidei (Kohaar I. et al., 2019).

Prostatas véza antigéna 3 (PCA3) tests

Biomarkierus testiem iegiist ne tikai no asinim, bet ar no urina. Progensa (ASV) Prostatas
veéza antigéna 3 (PCA3) biomarkiera tests nosaka PCA3 mRNS pirmreiz€ja urina un péc DRI
veikSanas. Sakotngja pétijuma par PCA3 izmantoSanu PV noteikSanai Fradet Y. (2004)
demonstr&ja 74% jutibu un 91% specifiskumu biopsijas rezultatu prognozeésanai pacientiem ar PSA
Itmeni, kas mazaks par 4 ng/ml. PCA3 tests ir novertéts ar1 ka prognostisks riks, kas palidz pienemt
lémumus par aktivu uzraudzibu zema riska PV pacientiem. Lidz $im gan nav izdevies noteikt
visparpienemtu PCA3 skalas robezvertibu. Pasreiz€jas EUA PV vadlinijas teikts, ka galvena
indikacija PCA3 testam ir papildus informacijas iegliSanai péc negativas pirmas biopsijas
pacientiem, kuriem ir risks iegiit prostatas audz&ju; So metodi nerekomendg aktivam monitoringam
(EAU, 2021).

MRNS biomarkieru tests

Sobrid pieejams ir SelectMDx tests (prognozesanas precizitate AUC 0,85), kas nosaka DLX1
un HOXC6 mRNS limenus urina péc DRI, izmantojot kvantitativo reversas transkripcijas PCR
(QRT-PCR). Péc Dijkstra S. (2017) pétijuma tika secinats, ka stratégiska SelectMDx lietosana
pacientiem ar PSA Iimeni >3 ng/ml var palidz&t samazinat parmeérigas diagnostikas un parmeérigas
arsteSanas gadijumu skaitu. EUA §im testam ir sniedzis tadas paSas indikacijas ka PCA3 testam
(EAU, 2021).

Urina eksosomu RNS tests

Savukart ExoDx prostate Intelliscore ir urina eksosomu analize, kas méra tadas eksosomas
eso$as RNS ka ERG un PCA3. Sai urina analizei nav nepiecieSama ne DRI pirms parauga
ievaksanas, ne Tpasa apstrade péc tas, tapec to var viegli integrét kliniskaja rutina (Kretschmer A.,
Tilki D., 2017). Tests ir ieteicams virieSiem vecuma no 50 gadiem ar PSA 2-10 ng/ml, kuriem
apsver iesp&ju veikt prostatas biopsiju (EAU, 2021).

Daudzparametru génu testi

Jaunumi PV prognostika ir audu paraugu testi, kuros pielieto genomikas datus. ConfirmMDx

ir komerciali pieejams biomarkieru tests, ar kuru parbauda GSTP1, APC un RASSF1 metilacijas
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limenus prostatas audu biopsija. ST epigengtiska biomarkieru testa pamata ir ideja, ka epigenétiskas
modifikacijas ietekmé génu ekspresiju, neietekméjot genomu. Gadijuma, ja péc biopsijas PV netiek
konstatgts, epigenétisko izmainu pieradisana labdabigos audos liecinatu par karcinomas klatbiitni
(Partin A. et al., 2014). Oncotype DX Genomic Prostate Score testa izmanto parafina ieslégtu
serologisko audu paraugu un qRT-PCR metodi. Ar testu méra 17 génu, kas atbildigi par audzgja
Stnu augSanu un izdzivosanu, MRNS ekspresiju; Sis gé€nu panelis paredz agresivas slimibas risku,
atvieglojot klinisko lémumu pienemsanu par labu aktivai uzraudzibai vai tulit€jai arsteéSanai.

(Knezevic D. et al., 2013).
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1.2. Ekstracelularas vezikulas, to biogenéze

1.2.1. EV tipi

Ekstracelularas vezikulas (EVs) ir lipidu dubultslana aptvertas dalinas, kas var saturét
dazadas Stnu savstarpgja komunikacija iesaistitas biomolekulas un tas ekstracelularaja vide izdala
gan prokariotu, gan eikariotu $tnas. Ir pienemts sikak izdalit tris galvenas EV klases péc to
biogenézes: eksosomas, mikrovezikulas (MVs) un apoptotiskos kermenisus. Sis klases péc to
dalinu izm&ra un molekulara satura sava starpa var parklaties, tacu atSkiras biologiskie mehanismi,
kas iesaistiti to veidoSana. Eksosomas, kuru tipiskais diametrs ir 30-150 nm, attistas no
multivezikulara kermenisa (MVK) intraluminalajam vezikulam (ILV), tam sapliistot ar $tinas
plazmatisko membranu un atbrivojot saturu ekstracelularaja telpa (Doyle L., Wang M., 2019). MVs
rodas, $tinas plazmatiskajai membranai izliecoties uz aru un atdaloties jeb pumpurojoties, un to
diametrs ir aptuveni 100-1000 nm (Minciacchi V. etal., 2015). Apoptozes laika, pieaugot ickssiinas
hidrostatiskajam spiedienam, notiek plazmatiskas membranas atdaliSanas no Stnas kortikala
citoskeleta. Ta rezultata plazmatiska membrana uzptsas un tiek izdaliti apoptotiskie kermenisi,
kuru diametrs var bt robezas no 50 lidz 5000 nm, tomér parsvara dominé izmera lielakie (Borges
F.T. et al., 2013). Apoptotiskos kermeniSus likvide fagociti, tadgjadi, apoptozes cela miruso $tinu
atliekas brivi neizplist ekstracelularaja telpa un nerada apkartesos$o $tinu bojajumus (Kakarla R. et
al., 2020).

EVs ir 1pasi ieinteres€jusas zinatniekus, jo tas iesaistas Stinu savstarp&ja komunikacija, kas ir
loti komplekss process. Pateicoties EV spgjai parnest proteinus, lipidus un nukleinskabes, tas ir
sp&jigas ietekmét merkstnu funkcijas. EVs iesaistas plasa spektra fiziologiskajos procesos dazadas
organu sistémas. Ipasu uzmanibu EVs ir iengmusas tadu slimibu ka véZa un autoimiino saslim$anu

izpete (Escrevente C. et al., 2011; Skriner K. et al., 2006).

1.2.2. EV biogenézes mehanismi

Visam EV klasém nav vienads biogenézes mehanisms, ari katras klases ietvaros mehanismi
var variet, ka tas ir eksosomu gadijuma. EVs var forméties, pieméram, endocitozes cela
(eksosomas) vai pumpurojoties no Sinas, ka to dara MVs. Savukart apoptotisko kermenisu
veidosanas, ka jau liecina nosaukums, ir atkariga no $tnu programmgétas naves jeb apoptozes

(Yafiez-Mo6 M. et al., 2015).
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1.2.2.1. Eksosomu biogenéze

Eksosomu kompleksais biogenézes process ir smalkak izp&tits neka MV vai apoptotiskajiem
kermeniSiem. Eksosomu veidoSanas process notiek vairakos solos (3.attéls). Vispirms, no
plazmatiskas membranas ieliekSanas veidojas agrina endosoma. Agrinajai endosomai nobriestot,
tas lumena uzkrajas intraluminalas vezikulas (ILVs), kuras rodas, tas membranai ieliecoties.
Endosomu, kura satur ILVs, sauc par MVK. Péc tam tas vai nu sapliist ar lizosomam un tiek
degradéts, vai ari saplist ar $tinas plazmatisko membranu (Felder S. et al., 1990). Ja notiek
sapliiSana ar Stinas plazmatisko membranu, tad ILVs izkliist ekstracelularaja telpa un tiek sauktas

par eksosomam (Février B., Raposo G., 2004).

Mikrovezikulas

PM
Eksosomas

N

Agrina .

endosoma \ /
MVK Lizosoma
—_

Goldzi komplekss

3.attéls. Shematisks eksosomu un mikrovezikulu biogenézes mahanisma att€lojums. Agrina
endosoma veidojas, ieliecoties PM, kas nobriestot kltust par MVK. MVK var saplist ar lizosomu un
tikt degradets, vai saplust ar PM un izdalit satura esosas ILVs, tadgjadi tas izvadot ekstracelularaja
telpa, kur tas tiek sauktas par eksosomam. Mikrovezikulas rodas PM izliek$anas un pumpuros$anas
gadijuma. PM — plazmatiska membrana, MVK — multivezikularais kermenttis, ILVS — intraluminala
vezikulas. Attéls adaptéts no Colombo M. et al., 2014.

Figure 3. Schematic representation of the mechanism of exosome and microvesicle biogenesis. The
early endosome is formed by inward budding of PM, and then becomes an MVB when matures. The
MVB can either fuse with a lysosome and be degraded or it can fuse with PM excreting its contents
into the extracellular space, thus creating exosomes. Microvesicles arise through PM outward
budding. PM — plasmatic membrane, MVB — multivesicular body, ILVs — intraluminal vesicles.
Adapted from Colombo et al., 2014.
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Eksosomu veidoSanas var sekot transportéSanai nepiecieSama endosomu SkiroSanas
kompleksa (ESCRT) atkarigam vai neatkarigam celam. ESCRT komponenti ir nozimigi, jo tie spgj
veicinat membranu izliek§anos prom no citoplazmas (Juan T., Flrthauer M., 2018). Gan MVK,
gan ILV veidosanos ietekmé ESCRT komplekss (van Niel G. etal., 2011). ESCRT sastav no vairak
ka desmit protetniem, kas sagrupé€jas ¢etros kompleksos (ESCRT-0, -I, -1l un - III) ar asociétajiem
protetniem (VPS4, VTA1, ALIX). ESCRT-0 atpazist ubikvitin€tos proteinus un piesaista tos
endosomalajai membranai. P&c tam ESCRT-I un ESCRT-II, kuriem ubikvitingtais proteins tiek
secigi nodots, veicina membranas pumpuroSanos uz ieksu (endosomala lumena virziena), aptverot
ubikvitinéto ,.kravu”. ESCRT-III noslédz So procesu, pilniba noskelot pumpurojosas vezikulas, ka
rezultata izveidojas ILVs, kas satur ubikvitinéto ,,kravu”) (Henne W. et al., 2011).

ESCRT neatkariga cela vezikulas var veidoties dazadu iemeslu rezultata. Viens no iemesliem
ir keramida sekm&ta membranas ieliekSanas. Keramids rodas péc sfingomielina parveides ar
sfingomielinazes enzima palidzibu (Trajkovic K. et al., 2008). Ka nakamo iemeslu jamin noteiktu
tetraspaninu ekspresiju. Pieméram, ar CD63 palidzibu var notikt ILV un eksosomu veidosana (van
Niel G. et al., 2011). Membranas tetraspaninu CD9 un CD82 ekspresija HEK293 §iinas palielingja
[B-kateninu saturoSu eksosomu izdaliSanos (Chairoungdua A. et al., 2010).

1.2.2.2. MV un apoptotisko kermeniSu biogenéze

MVs veidojas, plazmatiskajai membranai izliecoties uz aru un membranas izliekumam
pilniba nodaloties no §tinas, ko nodroSina aktina citoskeleta kontrakcija (Wang T. et al., 2014).
Liela loma MV biogenézg ir iek$$tinu videi — kalcija jonu koncentracijai citosola. Kad ta palielinas,
tad enzimi flopaze un skramblaze inhibé flipazi, ka rezultata fosfatidilserins parvietojas no
fosfolipidu dubultslana ieksgja slana uz argjo. Kalcija joni aktive ari citosoliskas proteazes, kuras,
Skelot aktina citoskeletu, atlauj veidoties plazmatiskas membranas izliekumiem. (Turturici G. et
al., 2014).

Apoptotiskie kermenisi veidojas apoptozes procesa laika. Apoptozes procesu §iina inici€ ar€ji
8 un kaspaze 9 inici€ apoptozes signalcelus, bet kaspazes 3, 6 un 7 piedalas Stinas noardiSana
(Battistelli M., Falcieri E., 2020). Notiek stnu deformacija, kas izpauzas ka membranau puslisu
veidosana (blebbing) (Charras G. et al., 2005). Atkartota pusliSu daliSanas izveido apoptotiskos
kermeniSus, kas pilditi ar organellam, hromatinu un citu $tnu saturu (Croft D. et al., 2005).
Apoptotiskas Stinas vide izdala fagocitu hemotaksi stimulgjosus citokinus (pieméram, CX3CL1)

un uz virsmas prezent€é molekularos markierus (pieméram, fosfatidilserinu), kas iezimé tas
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fagocitozei (Truman L. et al., 2008). S1iemesla d&l apoptotiskie kermenisi tiek atri likvidéti. Dazi
autori apoptotiskas vezikulas iedala sikak apaksklas€s: apoptotiskajos kermeniSos (1-5um) un
apoptotiskajas MVs (<lum). Pastav hipotéze, ka apoptotiskas MVs rodas kamér $tina vél tikai
attistas apoptozes process, bet nav viennozimigi noskaidroti konkréti molekularie mehanismi

(Caruso S., Poon 1., 2018).

1.2.3. EV uzbuve un sastavs

EV uzbiives pamata ir fosfolipidu dubultslanis, kura var but integréti proteini un lipidi,
savukart to lumena var tikt ietvertas jau minéto divu grupu biomolekulas, ka ari nukleinskabes
(4.attels). EV sastavs nav nokomplektets nejausSi — izpétits, ka vismaz dala tajas esoSas
biomolekulas tiek ieklautas mérktiecigi. Proteinu ieklausana vezikulas ir selektiva, jo tikai dala no
donora §tinas virsmas proteiniem tiek ieklauti vezikulu sastava (Turturici G. et al., 2014).

Proteini

EV virsmas proteini var tikt izmantoti ka markieri, lai noteiktu EV klasi. Galvenie eksosomu
proteinu virsmas markieri ir tetraspanini (CD63, CD9, CD81, CD82), ESCRT kompleksa ieklautie
Alix un TSG101, bet MV — integrini, selektini un CD40 ligands (Witwer K. et al., 2013). Histonu
proteini ir galvenie apoptotisko kermeniSu markieri. Savukart EV lumena var bat tadi citosola
proteini ka hemoglobins, citoskeleta proteini, ESCRT komponenti, enzimi (acetilholinesteraze,
heparanaze, hialuronidaze u.c.) (Zhao Y. et al., 2021).

Aktuali ir kluvusi pétijumi, kur izmanto EV virsmas proteinus, lai noteiktu EV izcelsmi vai
identificétu kadu EV subpopulaciju ka slimibas indikatoru. Piem&ram, CPNE3 proteins un
karstuma Soka proteins 60 (Hsp60) pacientu plazmas eksosomas ir daudzsolos$s kandidats
kolorektala véza diagnostika. Ka v&l viens specifisks kolorektala véza diagnostikas indikators ir
glipikana-1 (GPC1) pozitivas pacientu plazmas eksosomas (Xiao Y. et al., 2020).

Nukleinskabes

EVs sastava var but dazadu veidu RNS, ka to paradija Huang X. (2013) — cilvéka plazmas
EV sastava visvairak parstavétas bija miRNS (76% no visiem NGS nolasijumiem; ietverot 593
dazadas miRNS). MiRNS mérka génu analize liecingja, ka daudzam miRNS var biit svariga loma
tadas biologiskajas funkcijas ka olbaltumvielu fosforilésana, RNS locisana un angiogenezeé. Vel
tika konstatétas ribosomalas RNS (rRNS) (9%), garas nekodgjosas RNS (3%), piwi-interacting-
RNS (piRNS) (1%), transporta RNS (tRNS) (1%) u.c.
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Ipasi zinatnieku uzmanibu ir piesaistijusas miRNS — isas, proteinus nekodgjosas RNS
molekulas (vidg&ji 22 nukleotidi), kas iesaistitas post-transkripcionala génu ekspresijas regulésana.
Sis nukleinskabes cirkulé biologiskajos $kidrumos (pieméram, asinis, urind) gan briva veida
(Mitchell P. et al., 2008; Mall C. et al., 2013), gan var tikt ietvertas vezikulas (Endzelins$ E. et al.,
2017). Pedgjos gados tas arvien vairak péta ka potencialus biomarkierus dazadu véza veidu
diagnostika un slimibas gaitas prognozésana (Price C., Chen J., 2014). Rodriguez M. (2017) ar
NGS ir salidzinajusi miRNS limenus urina eksosomas PV pacientiem un veseliem cilvékiem. Ar
gPCR validgjot diferenciali ekspresétas miRNS neatkariga kohorta tika paradits, ka divam miRNS,
miR-196a-5p (AUC 0,73) un miR-501-3p (AUC 0,69), ir potencials tikt izmantotam par
biomarkieriem PV diagnostiskai. V&l japiemin, ka dazas cirkulgjosas miRNS var biit dominanti
sastopamas EVs, turpretim, citas plazma sastopamas parsvara briva veida (Arroyo J. et al., 2011).
Endzelin$ E. (2017), salidzinot PV asociéto miRNS limenus plazmas EVs un kopgja plazma starp
PV un LPH, ar1 paradijis, ka dazam miRNS diagnostiska veiktsp&ja uzlabojas, ja tas tiek analizetas
EV sastava, turpretim, citam augstaka diagnostiska veiktspgja ir, analizgjot tas totalaja plazma.

EVs satura ir konstat&tas ari vairaku veidu DNS molekulas, ka pieméram, mitohnodriju DNS
(mtDNS), vienpavediena DNS (ssDNS), divpavedienu DNS (dsDNS) (Guescini Met al., 2010;
Thakur B. et al., 2014). Nav skaidra fiziologiska nozime DNS esamibai EVs, tacu jau Sobrid EV
transportetajam DNS ir potencials bt par klinika nozimigu biomarkieri, kas palidzetu identificet
audzgju somatiskas mutacijas, analizgjot biologiskajos Skidrumos sastopamo EV DNS saturu
(Yéafiez-M6 M. et al., 2015).

Lipidi

Ta ka vairakums pétfjumu par EV saturu fokus€jas uz proteinu un nukleinskabju
sastopamibu, petijumi par lipidiem ir mazakuma. Tomer ir noskaidrots, ka EVS var atrast tadus
lipidus, ka sfingomielinu, kas atrodams audzgja raditas EVs un veicina angiogenézi (Kim W. et al.,
2002), gangliozidus — 1pasi Gps gangliozida bagatinatas vezikulas veicina melanocitu migraciju
(Otake A. etal., 2019). V&l vezikulas ir sastopami fosfolipidi, holesterins (Brouwers J. et al., 2013)
un keramidi vai ta atvasinajumi (Vittorelli M. et al., 2010).
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nukletnskabju grupas) un membranas orientacijas shematisks att€lojums. ESCRT — transport&Sanai
nepiecieSamais endosomu skirosanas komplekss; LAMP — ar lizosomu saistitais membranas proteins;
MHC — galvenais audu saderibas komplekss; RAB — ar Ras saistitie proteini smadzenés. Attels
adaptéts no Colombo M. et al., 2014.

Figure 4. Overall composition of extracellular vesicles (EVs). Schematic representation of the
composition (families of proteins, lipids, and nucleic acids) and membrane orientation of EVs.
ESCRT, endosomal sorting complex required for transport; LAMP, lysosome-associated membrane
protein; MHC, major histocompatibility complex; RAB, Ras-related proteins in brain. Adapted from
Colombo M. et al., 2014,

1.2.4. EV fiziologiska loma

Loma pec EV klasém

Katra EV klase pilda noteiktas biologiskas lomas. Eksosomas iesaistas $tinu savstarp&ja
komunikacija (Aliotta J. et al., 2007), imtinatbildes stimulé$ana ka antigéna prezentgjosas vezikulas
(Qazi K. et al., 2009), nervu sistéma eksosomas veicina mielina veidosanos (Pusic A., Kraig R.,
2014), ka ar1 var spélét lomu patologiskos procesos, pieméram, audzgju attistiba (Vu L. et al.,
2019). Eksosomu un MV kopiga loma ir mérkstinas parprogrammeésana. MVs piedalas koagulacija,

ickaisuma procesos un ar audzgja attistisana (Turturici G. et al., 2014). Apoptotisko kermenisu
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galvenais uzdevums ir nogadat mirusSo $iinu atliekas lidz to likvidétajiem, lai So atlieku dél, kas var
tikt uztvertas ka patogens, nerastos autoiminatbilde. Tas nav vienigais apoptotisko kermenisu
uzdevums - tie var piegadat Stnam antigénus no apoptotiskam S§tnam, kuras tika inficEtas ar
mikroorganismu. Tas nozimé&, ka apoptotiskajiem kermeniSiem ir perspektiva tikt izmantotiem
vakcinas (Winau F. et al., 2006).

EV loma starpSunu komunikacija

Informacijas parnese no EVs uz mérks$iinam var notikt gan tiesi mijiedarboties (sapliiSana ar
mérkSiinu vai uznemsSana endocitozes veida), gan netieSi (saistoties ar receptoru), rezultata
ietekm&jot mérksiinas biologiskas funkcijas (5.attéls). VienkarSakais komunikacijas veids ir
signaliz€Sana ar Sinu membranas receptoru ligandiem, kur sazina notiek caur liganda-receptora
mijiedarbibu (Shurtleff M. et al., 2018). Ar lidzigiem mehanismiem to dara arl apoptotiskie
kermeniSi, iesaistoties autoimiinajos procesos, imiinsist€mas atbildé pret patog€niem
mikroorganismiem un transplant€tu organu atgriiSanas gadijumos. Tadam vezikulam uz
plazmatiskas membranas virsmas ir ekspresétas MHC I un II molekulas ar antigéna peptidu, lai
tieSi notiktu prezentacija naivajam T $tnam (Caruso S., Poon 1., 2018).

Vel EVs var kalpot ka SkistoSu mediatoru — citokinu — parnesgjas. Pieméram, interleikinu 13
(IL-1B) stnas ne tikai izdala briva veida, sekretorajam lizosomam saplistot ar plazmatisko
membranu, bet arT ieklaujot EV sastava. IL-1f talak tiek atbrivots ekstracelularaja vidé pec EV
virsmas P2X7R receptora aktivacijas ar ATP (Pizzirani C. et al., 2007).

Ta ka plasa spektra blivo audzgju Stinas, ka arT normalas véZa mikrovides Stinas izdala EVs,
kuras var satur@t Sai slimibai specifisku molekularo saturu, EV raksturo$anu varétu biit iesp&jams
1zmantot specifiskai un agrinai diagnostikai. Biomolekulu sekréciju caur EVs var veicinat parlieku
liels konkréto molekulu daudzums $iina. Pieméram, kad miRNS §ina ir vairak ka to mérka mRNS,
tad miRNS var tikt novirzita uz EVs, kas lick domat, ka Stinas var izmantot EV’s, arT lai atbrivotos
no lieka materiala (Shurtleff M. et al., 2018).

Audzgju EV var bt nozime gan lokali — piem&ram, pielagojot savu mikrovidi ar izdalito
eksosomu starpniecibu komunikacija ar apkart€jiem audiem, tad€jadi veicinot Siinu proliferaciju,
angiogenézi, imunsupresiju, gan sistematiski, pieméram, pirmsmetastatiskas nisas veidosana un
imiinsupresija (Dorsam B. et al., 2018). Ir veikti dazadi eksperimenti, lai izsekotu, ka vezikulas
iesaistas veéza attistiba. Reprezentativs pétijums, kas veikts 2011.gada, izskaidro, ka tie§i MVs var

ekspresé mezenhimalo cilmes $tinu markieri CD105, izdala MVs, kas ierosina angiogen&zi un
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MVs normalam cilvéka endot€lija Siinam pieskira aktivétu angiogéno fenotipu. P&c So modificeto
endotglija §tnu in vivo implantacijas pelém ar smagu kombinéto imiindeficitu (SCID), modificétas

Stinas aktivi auga un veidoja jaunus asinsvadus (Grange C. et al., 2011).
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5.attels. Ekstracelulﬁro vezikulu (EV) un S§tnu mijiedarbibas. EVs wvar tikt noarditas ar
ekstracelularajiem hidrolazes enzimiem vai lizosoma. Sinas EV saturu var sanemt, sapliistot ar
plazmas membranu vai endosomalo membranu, ka rezultata notick informacijas parnese. Ligandi uz
EV virsmas var uzsakt receptoru medi€tu signalizaciju bez uznemsSanas. Attels adaptts no
Shurtleff M. et al., 2018.

Figure 5. Extracellular vesicle (EV) and cell interactions. EVs can be degraded by extracellular
hydrolase enzymes or in the lysosome. Cells can receive EV content by fusion with the plasma
membrane or endosomal membrane, resulting in information transfer. Ligands on the EV surface can
initiate receptor-mediated signalling without uptake. Adapted from Shurtleff M. et al., 2018.

EVs Skidrajas biopsijas

Dazados biologiskajos Skidrumos detektéjamas EVs pilda specializétus uzdevumus, kas
saistiti ar vidi, kura tas atrodas. Urina esoSas EVs satur antimikrobialus proteinus un ir atbildigas
par urincelu infekcijas imtinatbildi. EVs no augliidena regulé imiinatbildi, lai nodro$inatu augla
izdzivoSanu. Asinis var cirkulét EV subpopulacija, kas radusies, piemé&ram, no audzgjiem (Yafez-
Mo M. et al., 2015). Skog J. (2008) pétijuma bija ievérojama korelacija starp asins seruma MV
daudzuma samazinaanos glioblastomas pacientiem péc tas izoperéanas. Sie apsvérumi liek
domat, ka asinis un citos biologiskajos skidrumos (urina, likvora vai siekalas) parstavéto EV

molekulara raksturoSana varétu tikt izmantota ka Skidra biopsija véza diagnosticéSanai.
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1.3. EV iegiiSana pétijumu vajadzibam

Galvenie EV iegiiSanas mérki ir to izmantosanai kliniskajos pétijumos (mérkétas terapijas)
(Murphy D. et al., 2019) vai molekularajai diagnostikai (ka biomarkieri), un jaunu, ar EV saistitu
metoZzu attistiSanai (Rodriguez M. et al., 2017). EVs ir atrodamas teju visos organisma

biologiskajos Skidrumos, ka arf in vitro apstaklos tas producé Stnu Iinijas (Witwer K. et al., 2013).

1.3.1. EV iegiisanas avoti

EVs var tikt ieglitas no $tinu kondiciongétajam barotném, ka arT biologiskajiem Skidrumiem.
Biologiskie Skidrumi, kurus izmanto kliniskaja praks¢ vai pétnieciba un satur dazada veida slimibas
markierus, tiek saukti par Skidrajam biopsijam. Par Skidrajam biopsijam var kalpot tadi donoru
biologiskie paraugi ka asinis, siekalas, urins, piens, likvors u.c. Kliniskiem pé&tijumiem un terapijam
biezi vien ir nepieciesSanas specifiskas EV subpopulacijas no skidrajam biopsijam.

EV avota izvéle ir atkariga no eksperimenta mérka, tomér, producgjot tas in vitro, ir svarigi
darfit to apstaklos, kas lautu izvairities no kontaminéSanas ar seruma eso$ajam EVs — nepiecieSami
bezseruma apstakli vai jaizmanto no EV brivs serums (Witwer K. et al., 2013). Lai iegiitu EVs no
$tnu kultiiram, $tinas lielakoties audzé flaskos vai platés bezseruma apstaklos. Stinu kondicionéta
barotne, kas ir bagatinata ar to sekretétajam vezikulam, tiek savakta un izmantota ka avots EV
izdaliSanai (Hamada T. et al., 2020).

Nereti nepiecieSams iegiit lielakus EV daudzumus, kam Sobrid plasi izmantota Stnu
audzeSana flaskos nav parociga — tiek pateéréts parmerigs daudzums flasku un barotnu un $tinam
regulari nepiecieSama pasaz€Sana, kas ir laikietilpigs process. Lai izvairitos no Sadiem Skérsliem,
aktuala ir kluvusi $iinu audzeSana bioreaktoros (Yan I. K. et.al., 2018). Virkne autoru EV iegiiSanai
ir sekmigi izmantojusi dobo skiedru bioreaktorus —ar HEK293 stnu liniju (Watson D. et al., 2018),
zurku aizkunga dziedzera Langerhansa salinu §tinam, primarajiem cilvéka hepatocitiem, zarnu
véza Caco-2 stinam (Storm M. et al., 2016) un mezenhimalam cilmes §tinam (Gobin J. et al., 2021).

Dobo Skiedru bioreaktors parasti sastav no dobo skiedru kartridza, pumpja, gazu apmainas
sisttmas un barotnes rezervuara (6.attéls). Sada bioreaktora §$unas tiek sétas kartridza
ekstrakapilaraja telpa (EKT), kas ir piepildita ar dal&ji caurlaidigiem, dobiem hidrofila polisulfona
vai celulozes kapilariem. Pumpis nodrosina, ka $iinu barotne nepartraukti cirkul€ kapilaru lumena,
savukart pasas Stnas aug tris dimensijas kontakta ar So kapilaru argjo virsmu. Kartridza dobo

Skiedru poru izmérs ir tads, kas nelauj pasu $tinu producétajam EVs aizpliist prom no EKT, ka ar1
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seruma EVs no kopégjas cirkulacijas nonakt EKT (Watson D. et al., 2018). EVs uzkrajas iek$ EKT,

no kuras ievac kondicion&to barotni EV talakai attirisanai (Yan I. K. et.al., 2018).
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6.attels. Shematisks dobo Skiedru bioreaktora att€lojums. Barotne atrodas rezervuara pudelg, kas pa
silikona caurulitém plist uz kartridzu ar pumpja palidzibu. Caur kartridza Skiedram plist svaiga
barotne, nodroSinot $tinu apgadi ar baribas vielam; to producétas makromolekulas uzkrajas
ekstrakapilaraja telpa. EVs — ekstracelularas vezikulas. Att€ls pielagots balstoties uz Yan I. K. et.al.,
2018.

Figure 6. Schematic representation of a hollow fibre bioreactor. The reservoir bottle contains a
medium that flows through silicone tubing to the cartridge via a pump. Fresh medium flows through
the fibres of the cartridge, providing nutrients to the cells; the macromolecules they produce
accumulate in the extracapillary space. EV — extracellular vesicles. Image adapted from Yan I. K.
et.al., 2018.

Dobo skiedru bioreaktora tehnologija ir pasi parociga EV iegliSanai, jo bioreaktora ir iesp&ja
nepartraukti un ilgstosi producet EVs augsta koncentracija (Yan I. K. et.al., 2018). Bioreaktora EV
paraugs satur gan augstaku dalinu skaitu, gan zemaku dalinu/proteinu proporciju salidzinajuma ar
flasku kultiram, kas norada uz augstiku tiribu. Cetrus méne$us nepartraukti dobo $kiedru
bioreaktora audzéta HEK293 S§iinu Iinija izdalija 10 reizes augstaku EV daudzumu, salidzinot ar
flasku kulttram (Cadwell J., 2017). Ta iemesla d&l, ka plasi izmantotie serumi, ko iegiist no liellopu
asinim, var vari€t ar saturu, ir raditi kimiski definéti seruma aizvietotaji. Tajos ir konkréti zinama
proteinu, vitaminu, augSanas faktoru, aminoskabju koncentracija, kas nodroSina, ka tiek uzturéta
kondicionéta barotne ar zinamu sastavu, kas nodro$ina atkartojamibu (van der Valk J. et al., 2010).
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1.3.2. EV izolesana

Lai talak no izv€léta avota izoletu EVs, pielieto dazadas tehnikas: ultracentrifug€sanu,
blivuma gradienta ultracentrifugéSanu (saharozes vai jodiksanola), filtr€Sanu un izmeru izslégsanas
hromatografiju (SEC — size exclusion chromatography). Ar $im tehnikam ir iesp&jams iegiit dazadu
klasu EV maisijumu, bet nevar pilniba attirit atseviskas klases (Witwer K. et al., 2013).

Ultracentrifugé$ana

Viena no visplasak lietotajam EV izolg§anas metodém ir ultracentrifugésana ST metode ietver
vairakus secigus solus, kuros EV saturo$o materialu vispirms atbrivo no §tinam (300—400xg), sinu
paliekam (2000xg), biopoliméru agregatiem un apoptotiskajiem kermeniSiem (10 000xg), un
beigas supernatanta palikusas EVs nosedimenté pie 100 000—-200 000xg. Iegtito EV koncentratu
talak filtr€ caur filtru ar poru diametru 0,1 vai 0,22, vai 0,45 pm. Ultracentrifug€Sana ir parociga
metode ar to, ka tai ir zemas izmaksas un izol&$ana ir iespgjama no lieliem paraugu tilpumiem. Sai
tehnikai ir arT minusi: ta ir laikietilpiga, iegiitais EV koncentrats satur piemaisjjumus, eksosomas
var tikt bojajatas, efektivitati ietekmé rotora tips un parauga viskozitate (Konoshenko M. et al.,
2018).

SEC

Otra izplatitaka EV izol&$anas metode ir SEC jeb gélfiltracija — hromatografijas veids, ar
kura palidzibu ir iesp&jams frakcionét dalinas pe&c to hidrodinamiska radiusa. Metodei izmanto
kolonnas, kas piepilditas ar porainam poliméru lodit€m (pieméram, sefarozes lodites), caur kuram
plust EVs saturoSs materials. Maza izmeéra dalinas tiek nobremzetas poliméra lodites, kur tas méro
garaku celu caur poliméra poru sistému. Savukart, lielaka izméra dalinas, tai skaita EVs, §adi netiek
aizturetas un migré atrak apkart loditém, tas neSkeérsojot. Rezultata paraugs tiek sadalits frakcijas
péc ta dalinu izméra. EV izméru diapazonam atbilstoSas dalinas saturosas frakcijas talak var tikt
koncentrétas ar ultrafiltracijas metodi. Ja salidzina ar ultracentrifugaciju, tad SEC EV koncentrats
ir tiraks, tiek noversta agregatu veidosanas, EVs var tikt mazak bojatas, zaudétas un Western blot
analizé€ uzrada lielaku daudzumu ar tam raksturigajiem proteiniem (turklat ar zemu proteinu
daudzumu, kas nav no EVs) neka izdalitas EVs ar ultracentrifugé$anu vai ultrafiltraciju. Sis
metodes minusi: ierobezots paraugu daudzumu skaits (ar vienu kolonnu vienlaicigi var apstradat
tikai vienu paraugu) un ierobezots izdalito dalinu izm&ru skaits (nepieciesama >10% molekularas
masas atSkiriba starp dalinam, lai spétu nodalit citu izm&ru), nepiecieSams specials aprikojums,

metode ir sarezgita, ar daudziem etapiem, laikietilpiga (Konoshenko M. et al., 2018).
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Imunoizolesana

Imunoizolésana ir metode, kas lauj izolét noteiktu vezikulu subpopulaciju atkariba no
virsmas markieru ekspresijas. Metodes princips ir vienkarss — izmantot antivielu, kas specifiski
saistas ar konkrétu EV proteinu. Tada veida var iegiit augstas tiribas pakapes, selektivu paraugu
(Tarasov V. etal., 2021). EV detektéSanai un kvantitativai noteikSanai no plazmas, seruma un urina
ir piemé&rota imiinfermentativa analize (ELISA), izmantojot dazadas specifiskas antivielas. Cits
veids ka veikt imunoizoléSanu ir ar magnétiskajam lodit€m, kuru virsma ir klata ar izveleto
antivielu. Sai izole8anas metodei ir augstaka EV uztverSanas efektivitate un lielaka jutiba neka
citam, uz mikroplatém balstitam, metodém, ko nodros$ina lielaks reakcijas virsmas laukums un
homogeéna rekcijas vide (Gurunathan S. et al., 2019).

Uz mikrofluidiku balstita izoléSana

ST metode izmanto ne tikai parastos EV atdaliSanas principus, pieméram, pec lieluma,
blivuma vai ar imunoafinitati, bet ari inovativus $kiroSanas mehanismus, pieméram, akustiskas,
elektroforétiskas un elektromagnétiskas manipulacijas (Gurunathan S. et al., 2019). Wang Z. et al.
(2013) eksperimenta izmantoja mikrofluidikas ierici, kas bija sp&jiga izolét 40-100 nm diametra
eksosomas, vienlaikus aizfiltréjot prom proteinus, citas EVS un $tunu atlickas Mikrofluidikas
sistémas var tikt integréts ar1 imiinafinitates princips. Uz mikrofluidiku balstitd imunoafinitates
izolésana izmanto "uztverSanas antivielas" vai ar antivielam klatas lodites, kas mérkétas uz
specifiskiem EV subpopulaciju virsmas markieriem — lidzigi ka imunoizoléSanas gadijuma

(Gurunathan S. et al., 2019).

29



2. MATERIALI UN METODES
2.1. Materiali

2.1.1. Stinu linijas

Darba tika izmantota LNCaP $iinu Iinija, kas ir epiteliala metastatiska cilvéka prostatas véza

$tinu Iinija, izdalita no metastazes kakla limfmezgla. ST linija ir iegadata no ATCC (American Type

Culture Collection; kataloga nr. CRL-1740) un uzturéta standarta ziditaju $tinu kulttru apstaklos

(+37°C, mitrinata atmosfera ar 5% CO3) ka adherenta kultiira no 53. pasazas lidz 57. pasazai.

2.1.2. Barotnes un geli

1.tabula
Western blot SDS-PAGE géli.
Table 1

SDS-PAGE gels for Western Blot.

Reagents 10% apakséjam gelam, pl | 6% augseéjam gelam, pl
ddH20 4400 3225

30% Akrilam1ids 3670 1000

Lower Tris pH 8.8 2750 -

Upper Tris pH 6.8 - 625

10% SDS 110 50

10% APS* 110 50

TEMED* 11 5

*polimerizacijas katalizatori, kurus pievieno uzreiz pirms géla lieSanas kasete

2.tabula

Pilna barotne LNCaP uztur&sanai adherentos apstaklos.

Table 2

Complete medium for maintaining LNCaP line under adherent conditions.

Reagenti Sakuma konc. Beigu konc. 50 mL
RPMI ar L-glutaminu - - lidz 50 mL
Inaktivéts FBS (iFBS) 100% 10% 5SmL
L-glutamins 200 mM 2mM 500 uL
Antibiotiku-Antimikotiku 100x 1x 500 uL
kokteilis

Natrija piruvats 100 mM 1mM 500 pL
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3.tabula

Pilna barotne LNCaP uzturg$anai dobo Skiedru bioreaktora.

Table 3
Complete medium for maintaining LNCaP line in hollow fibre bioreactor.
Reagenti Sakuma konc. Beigu konc. 500 mL
DMEM (ar L-glutaminu, 4.5g/L | - - lidz 500 mL
glikozi un 110mg/L natrija
piruvatu)
iFBS vai CDM-HD 100% 10% 50 mL
L-glutamins 200 mM 2mM 5mL
Antibiotiku-Antimikotiku 100x 1x SmL
kokteilis
F12 (ar 1.8g/L glikozi) - - lidz 50 mL
Inaktivéts FBS vai CDM-HD 100% 10% 5mL
L-glutamins 200 mM 2 mM 500 uL
Antibiotiku-Antimikotiku 100x 1x 500 uL
kokteilis
Glikoze 200 g/L 2,50/L 625 pL
Gala pilnaja barotné izmanto 1:1 DMEM un F12 pilno barotnu maisijumu
2.1.3. Reagenti un izejvielas
4-1.tabula
Reagenti un izejvielas, to razotaji.
Table 4-1

Chemical reagents and their producers.

Reagenti un izejvielas, apraksts

Razotaji

Akutaze

Sigma-Aldrich, ASV

Akrilamids

Roanal, Ungarija

Bis-akrilamids

Bio-Rad, ASV

Antibiotiku-Antimikotiku kokteilis, 100x

Thermo Fisher Scientific, ASV (Kataloga
nr. 15240-062)

Dietilpirokarbonats (DEPC)

Alfa-Aesar, Lielbritanija

DMEM ar L-glutaminu, 4.5g/L glikozi un
110mg/L natrija piruvatu

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV

F12 barotnes piedeva

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ASV

CDM-HD seruma aizstajgjs

FiberCell Systems, ASV

Fibronektins, no cilvéka plazmas

Sigma-Aldrich, ASV

Etanols, 96%

SIA "Kalsnavas elevators"
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4-2.tabula

Reagenti un izejvielas, to razotaji.
Table 4-2

Chemical reagents and their producers.

PBS skidinamas tabletes

Sigma-Aldrich, ASV

D-Glikoze

Sigma-Aldrich, ASV

L-glutamins, 200 mM $kidums

Thermo Fisher Scientific, ASV

Liellopa augla serums (FBS)

Sigma-Aldrich, ASV

Natrija dedocilsulfats (SDS)

Merck, Vacija

PageRuler Prestained Protein Ladder, 10-180
kDa

Thermo Fisher Scientific, ASV

N,N,N’,N’,-tetra-metiletilenediamins (TEMED) | Bio-Rad, ASV
Amonija persulfats (APS) Bio-Rad, ASV
Ponceau-S Roanal, Ungarija
Tris - hidroksilmetil aminometans VWR, ASV

Tween 20 Sigma-Aldrich, ASV
Sefaroze CL-2B GE Healthcare, ASV
Metanols Reahim, Krievija
Glicins Stanlab, Polija

Etikskabe, 99,8%

Lach-Ner, Cehija

Glicerins, >99%

Sigma-Aldrich, ASV

B-merkaptoetanols

Serva Electrophoresis GmbH, Vacija

Beztauku piena pulveris, <1,5% tauku

Sigma-Aldrich, ASV

Liellopa seruma albumins (BSA)

Sigma-Aldrich, ASV

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N"-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC)

Sigma-Aldrich, ASV

N-hidroksisulfosukcinimids, natrija sals (Sulfo-
NHS), >99%

Sigma-Aldrich, ASV

4,5-Dihydroxy-1,3-benzenedisulfonic acid
disodium salt monohydrate (,,Tiron”)

Merck, Vacija

4-Morpholinoethanesulfonic acid (MES)

Merck, Vacija

Magnétiskas nanodalinas, FIuildMAG-ARA:
200 nm

Chemicell, Vacija

Nukleazu brivs udens

Thermo Fisher Scientific, ASV

RiboLock RNazu inhibitors (20 U/pL)

Thermo Fisher Scientific, ASV

UniSp6 miRCURY LNA miRNA PCR Assay
primers

Qiagen, ASV (Kataloga nr. 339306)

hsa-miR-375-3p miRCURY LNA miRNA PCR
Assay

Qiagen, ASV (Kataloga nr. YCP1552280)

OX200™ Droplet Generation Qil for EvaGreen

Bio-Rad, ASV (Kataloga nr. 1864005)

0X200™ ddPCR™ EvaGreen Supermix

Bio-Rad, ASV (Kataloga nr. 1864034)
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5.tabula

Antivielas, to razotaji.
Table 5

Antibodies, their producers.

Antivielas, apraksts Razotaji

ABCAM, Lielbritanija (Kataloga nr.

TruSa monoklonala IgG pret cilveka TSG101 abh125011)

Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

Peles monoklonala IgG pret cilveka ALIX nr. sc-166952)

Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

Peles monoklonala IgG pret cilvéka CD63 nr. sc-5275)

ABCAM, Lielbritanija (Kataloga nr.

Trusa poliklonala IgG pet cilvéka Kalneksinu ab22595)

Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

Peles monoklonala IgG pret cilvéka CD9 nr. sc-13118)

Peles monoklonala IgG pret cilveka PSMA Merck, Vacija (Kataloga nr. SAB4200257)

Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

Pel klondla I ilveka PSMA
eles monoklonala IgG pret cilvéka PS nr. sc-59674)

. . Sino Biological, ASV (Kataloga nr. 11271-
Trusa poliklonala IgG pret cilveka CD63 ! 10logi ( g

T16)

Peles monoklonala IgG pret cilveka CD63 Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga
nr. sc-5275

Pelu IgG-kapa saistosais proteins, HRP Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

konjugats nr. sc-516102)

. Santa Cruz Biotechnology, ASV (Kataloga

Peles anti-trusa IgG, HRP konjugats vz Sl gy ( g

nr. sc-2357)

2.1.4. Reagentu komplekti

6.tabula.

Reagentu komplekti, to razotaji.
Table 6.

Reagent Kits, their producers.

Reagentu komplekti, apraksts Razotaji

GE HealthCare Lifesciences, Vacija.

Western Blotting Detection Reagent kit (Kataloga nr. RPN2108)

Thermo Fisher Scientific, ASV. (Kataloga

Pierce BCA Protein Assay kit nr. #23227)

RNS izdalisanas komplekts miRNeasy Micro Kit | Qiagen, ASV (Kataloga nr. 217084)

kDNS sintézes komplekts mIRCURY LNA RT Kit | Qiagen, ASV (Kataloga nr. 339340)
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2.1.5. Aprikojums un materiali

7-1.tabula.
Aprikojums.
Table 7-1
Equipment.
Apraksts Iekartas modelis Razotajs
Autoklavs Labo MLS-3020U Sanyo, Japana

Dobo skiedru bioreaktora
stknis

FiberCell® Duet pump

FiberCell, ASV

Glikometrs GlucCell Meter CESCO Bioengineering Co.,
Taivana

Centrifuiga Sigma 1-15PK DJB Labcare, Lielbritanija

Centrifuiga Centrifuge 5415 D Eppendorf, Vacija

Centrifuiga Centrifuge 5804 R Eppendorf, Vacija

Ultracentriftiga Optima L-100 XP Beckman Coulter, ASV

Rotors: SW 32 Ti 32 000 RPM

COz inkubators

CO: incubator MCO-18AIC

Sanyo, Japana

Laminaras plismas kabinets

Kojair BIOWIZARD Class Il
BSC

KOIJAIR, Vacija

Invertais gaismas
mikroskops

AE31 Elite Inverted Phase
Contrast Microscope

Motic, Honkonga

Mikroskopa kamera

Moticam (CMOS) 3 MP

Motic, Honkonga

Magnétiskais maisitajs

Labmixer Magneti stirrer

Labotek, Danija

Udens termostats

Incubation Heating Water Bath
1013, 14 L

GFL, Vacija

Automatiska pipete

PIPETBOY acu

Integra Biosciences, ASV

Vortekss tipa maisitajs

Bio Vortex V1

Biosan, Latvija

Kelvinators MDF-U53V Sanyo, Japana
Velkmes skapis MSZ 6619 Ezermester ISZ, Ungarija
Mikroplasu ] Biotek, ASV
BioTek MQX200 UQuant
spektrofotometrs ' Q Qu

Dalinu izméra, Zeta
potenciala un molekulmasas
analizators

Zetasizer Nano ZS

Malvern, Lielbritanija

Nanodalinu izsekoSanas
iekarta

Nanosight instrument NS300

Malvern, Lielbritanija

pH meéritajs

MP220 Basic pH/mV/°C Meter

Mettler Toledo, ASV

Mikropipete Eppendorf 1000 uL Sigma-Aldrich, ASV
micropipette
Mikropipete Eppendorf 200 uL micropipette | Sigma-Aldrich, ASV
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7-2.tabula.

Aprikojums.
Table 7-2
Equipment.
Mikropipete Eppendorf 70 uL micropipette Sigma-Aldrich, ASV
Ledus bloks PCR Cooler for 96 well plates Eppendorf, ASV
Komplekts gela Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad, ASV
elektroforézei

Rezervuara vaka
konstrukcija

38 mm Reservoir Cap Assembly,
#A1006

FiberCell Systems, ASV

dSLR kamera

Nikon d610

Nikon, Japana

Kameras objektivs

Sigma 35mm /1.4 DG HSM Art
(Nikon F mount)

Sigma, Japana

PCR iekarta C1000 Touch™ Thermal Cycler | Bio-Rad, ASV
with 96-Deep Well Reaction
Module
Pilienu generétajs 0X200™ Droplet Generator Bio-Rad, ASV
Pilienu nolasitajs QX200 Droplet Reader Bio-Rad, ASV
8-1.tabula.
Materiali.
Table 8-1
Materials.

Materiali, apraksts

Razotaji

T-175 stnu kultaru flaski ar standarta
augsanas virsmu

Sarstedt, Vacija

Transferpipete, Transferpipette, 3,5mL

Sarstedt, Vacija

Falcon tipa stobri, 15 mL Tube

Sarstedt, Vacija

Falcon tipa stobri, 50 mL Tube skirted

Sarstedt, Vacija

Falcon tipa stobri, 50 mL Tube non-skirted

Sarstedt, Vacija

Polialloméra stobri, 38 mL (25x89mm)

Beckman Coulter, ASV

Mikrocentrifuigas stobrini 1,5 mL

Eppendorf, ASV

Mikrocentrifiigas stobrini 2,0 mL

Eppendorf, ASV

Mikrocentrifigas stobrini 1,5 mL Protin
Low-bind

Eppendorf, ASV

Mikrocentrifigas stobrini 2,0 mL Protin
Low-bind

Eppendorf, ASV

Gorjajeva kamera

MenpemkommuiekT, Krievija

Whatman Anatop 0,02 pm

Merck, Vacija
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8-2.tabula.
Materiali.
Table 8-2
Materials.

Mikropipetes uzgali ar filtru Biosphere
Filter Tips 10 pl

Sarstedt, Vacija

Mikropipetes uzgali ar filtru Biosphere
Filter Tips 1000 ul

Sarstedt, Vacija

Mikropipetes uzgali Pipette tip 10 uL

Sarstedt, Vacija

Pipette tip 200 uL

Eppendorf, Italija

Pipette tip 1000 uL

Eppendorf, Italija

SEC kolonna TELOS SPE Columns

Kinesis, Lielbritanija

SEC polietiléna frits TELOS Polyethylene
Frits, 20um, 15ml

Kinesis, Lielbritanija

MBS filtrs Methacrylate-butadiene-styrene
filtropur S 0,2 um

Sarstedt, Vacija

Parafilma Parafilm M

Bemis, ASV

Slirce 10 mL syringes

Wellspring Medical Supplies CO. LTD, Kina

Slirce perfuzoram, 3 komponentu, Luer
Lock savienojums, 50/60 mL

Becton, ASV

Slirce perfuzoram, 3 komponentu, Luer
Lock savienojums, 20 mL

Becton, ASV

Slirce 10 mL

Jiangsu Kanghua Medical Equipment Co., Kina

Sterican adata, 14G 2.1x80 mm,

B Braun, Vacija

Pudele Nalgene™ Narrow-Mouth
Polycarbonate Bottles with Closure, 0,5 L

Thermo Fisher Scientific, ASV

Pudele Nalgene™ Narrow-Mouth
Polycarbonate Bottles with Closure, 1 L

Thermo Fisher Scientific, ASV

Augstas pliismas polisulfona Skiedru
kartridzs, 20 kDa, 20 mL FiberCell
Cartridge Module #C2011,

FiberCell Systems, ASV

Glikozes testa strémeles GlucCell Glucose
Test Strips

CESCO Bioengineering Co., Taivana

Ultrafiltracijas stobri Amicon Ultra-0.5mL
3k Centrifugal Filters

Merck Millipore Ltd., Vacija

Ultrafiltracijas stobri Amicon Ultra-15mL
100k Centrifugal Filters

Merck Millipore Ltd., Vacija

96 bedrisu plate Nunc MaxiSorp™ flat-
bottom

Invitrogen, ASV

96 bedrisu plate Corning® 96 Well Black
Polystyrene Microplate, clear flat bottom,
black polystyrene

Sigma-Aldrich, ASV
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8-3.tabula.
Materiali.
Table 8-3
Materials.

Kartridza gumija DG8™ Gaskets for

Bio-Rad, ASV
0X200™/QX100™ Droplet Generator '
— ™ -
Kartridzi DG8™ Cartridges for Bio-Rad, ASV
0X200™/QX100™ Droplet Generator
ddPCR™ 96-Well Plates Bio-Rad, ASV

Serologiska pipete 5 mL

Sarstedt, Vacija

Serologiska pipete 10 mL

Sarstedt, Vacija

Serologiska pipete 25 mL

Sarstedt, Vacija

Cepure Round Cap 21”7

Shanghai Channelmed Import & Export CO.,
LTD, Kina

Cimdi Nitrile examination gloves M

Klinion, Niderlande

Maska Face mask disposable

Wuhan Topmed trading Co., Kina

2.1.6. Skidumu sagatavosana

9-1.tabula

Skidumu sagatavosana.
Table 9-1

Preperation of solutions.

Buferskidums PagatavoSana

10x MES buferskidums
(100mM, pH 4,5/5,0/6,0)

Iz8kidina 1,952 g MES ~ 80 mL ultratira tidens un noregulé
pH 11dz 4,5, 5,0 vai 6,0. Uzpilda Iidz 100 mL tilpumam,
izfiltré caur 0,2 pL filtru.

MNP blokesanas Izskidina 500 mg BSA ieks§ 25 mL 10mM MES pH 4,5

buferskidums buferSkiduma.

Pie 49,6 mL PBS pievieno 200 mg BSA un 200 pL 10%
2x MNP R/W buferskidums | Tween20; Izmanto at$kaidijuma 1:1 ar biologisko Skidrumu

vai PBS.
MNP uzglabasanas Iz8kidina 50 mg BSA un 250 pL 10% NaN3 iek§ 50 mL
buferSkidums PBS.

Karaliidens pievieno 1 tilpumu (2 mL) ~65% HNO3. Gatavo un izmanto

Stikla trauka pie 4 tilpumiem (8 mL) ~ 35 % HCI lénam

velkmes skapi.
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9-2.tabula

Skidumu sagatavosana.
Table 9-2

Preperation of solutions.

0,2M NaP pH 9,7

Izskidina 2,84 g Na,HPO4 (MW=141,96 g/mol) vai 3,56 g
Na;HPO42H,0 (MW=177,99 g/mol) ieks ~ 80 mL ultratira

buferSkidums ‘ ‘
tidens; pielago pH Iidz 9,7 un uzpilda Iidz 100 mL.
Vienu PBS tableti izSkidina uz 200 mL ultratira Gdens (Mili-
Q). Pievieno 1 pL DEPC uz katru 1 mL PBS buferskiduma
1x DEPC-PBS

un maisijumu sakrata. Nakamaja diena autoklaveé (15 min

pie 121°C) un pirms lietosanas nofiltré (0,2 pm filtri).

20% glikoze

Uzpilda 100 g D-glikozi Iidz 500 mL ar ultratiru Gdeni,
autoklavé 15 min pie 110°C (nedrikst augstaka temperatiira).

CDM-HD

33,36 g CDM-HD pulverim pievieno ultratira tidens lidz
1000 mL un iz8kidina uz magnétiska maisitaja. Noregule

pH = 6,8 ar NaOH vai HCI. Nofiltré caur 0,2 um filtru.

1M Tris-HCI pH 8,0

6,05 g Tris bazes izSkidina 40 mL wdens, pielago pH Iidz
8,0, ar koncentrétu HCI un uzpilda tilpumu lidz 50 ml.
Nofiltré caur 0,2 um filtru.

6 mL 5M NaCl + 2 mL Triton X100 + 2 mL 10% SDS +

4x RIPA 10 mL 10% Natrija deoksiholats + 10 mL 1M pH 8,0 Tris-
HCI + ultratirs Gdens lidz 50 mL.
175,3 g NaCl + 48 g Tris baze + ultratirs tidens lidz
20x TBS
1000 mL, pielago pH 7,5 ar HCI.
20 g piena pulvera iz8kidina uzsildita (+70°C) 1x TBST
] (0,05% Tween 20) Iidz 200 mL gala tilpumam. Centrifugg
10% piens

2 min pie 3000 x g un supernatantu nofiltré caur 40 um

sietinu.

1x TBST (0,1% Tween 20)

10 mL 20x TBS + 200 pL Tween-20 + destiléts tidens lidz
200 mL.

1x TBST (0,05% Tween 20)

10 mL 20x TBS + 100 pL Tween-20 + destiléts tidens lidz
200 mL.
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9-3.tabula

Skidumu sagatavosana.
Table 9-3

Preperation of solutions.

10x Running buferskidums

10 g SDS + 30,3 g Tris baze + 144 g glicins + destiléts Gidens
lidz 1000 mL.

30% akrilamids

29,2 g akrilamids + 0,8 g bis-akrilamids + destiléts tidens
lidz 100 mL.

10% SDS

10 g SDS + destiléts tdens lidz 100 mL.

4x Laemmli bufer§kidums

1 mL 1M Tris-HCI pH 6,8 + 400 mg SDS + 2 mL glicerins
+ 10 mg bromfenolzilais + 1 mL B-merkaptoetanols (tikai

reducgjosa Laemmli gadijuma) + ultratirs Gidens lidz 5 mL.

Lower Tris buferskidums

36,3 g Tris baze + 8 mL 10% SDS + destiléts idens lidz
180 mL, samazina Skiduma pH lidz 8,8 ar koncentrétu HCI +
destilets tdens 1idz 200 mL.

Upper Tris buferskidums

6,06 g Tris baze + 4 mL 10% SDS + destiléts tdens lidz 90
mL, samazina Skiduma pH 1idz 6,8 ar koncentrétu HCI +

destiléts udens lidz 100 mL.

Parneses buferskidums

------

900 mL gala tilpumam un pievieno 100 mL metanolu.

Ponceau-S kraso$anas

buferskidums

2,5 mL konc. etikskabe + 50 mg Ponceau-S + destiléts tidens

lidz 50 mL. Nofiltré caur 0,2 um filtru.

2.1.7. Darba drosiba

Darbam Stnu laboratorija ir jalieto individualie aizsardzibas lidzekli, jan€sa piemérots

aizsargapgerbs — tirs laboratorijas halats cepure, apavi, kas ir paredz&ti darbam tikai konkrétaja

telpa, vienreizlietojamie cimdi, kurus pirms darba sterilizé ar 70% etanolu, un ja nepiecieSams —

sejas aizsargmaska un brilles. Tas ir nepiecieSams, lai izvairitos no $tinu kultiiru un citu reagentu

kontaminacijas, ka ar1 lai pasargatu pats sevi no saskarsmes ar kaitigam vielam. Pirms darba

uzsaksSanas tiek dezinficéta darba virsma ar 70% etanola Skidumu. Darba virsma un aparatiira ir

jadezinfic€ ar1 péc darba ar katru §tinu kultiiru, lai nenotiktu Stinu kultiiru kontaminacija sava starpa.

Pirms darbam nepiecieSamo materialu ieneSanas laminara, tie jadezinfic€ ar 70% etanola Skidumu.
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Laminars katru dienu péc darba ir jaiztira ar 70% etanola Skidumu un 60 min jasterilizé ar laminara
uzstadito UV lampu. Kamér UV lampa laminara vai telpa, kur atrodas darba virsmas, ir ieslégta,
taja nedrikst uzturéties.

Darba ar atseviSkiem kimiskiem reagentiem dro$ibai japievér$ ipasa uzmaniba. DEPC,
metanola, etikskabes, SDS atvér§ana un lictoSana javeic velkmes skapi, jo to ieelpoSana var kairinat
elpcelus vai, noklustot uz kermena virsmas, izraisit karinajumu. Akrilamids ir kancerogéna un
toksiska viela, ta viegli tiek absorb&ta ada, tade] jabut piesardzigam to izmantojot. Karaliidens
jagatavo un jaizmanto tikai velkmes skapi, jo izdala toksiskas gazes. Ar to stradajot, japarliecinas,
ka tuvuma nav organisko vielu. AtlikuSais $kiduma daudzums janeitralizé ar NaOH skidumu vai

natrija bikarbonatu.
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2.2. Metodes

2.2.1. V&za Stinu Iinijas kultivéSana

Flaskos

LNCaP sinu linija tika uzturéta adherento kulttru flaskos $tinu kultiiru inkubatora (+37°C,
5% CO2 un 100% gaisa mitrums), RPMI barotng, papildinata ar 10% inaktivétu FBS, 1x L—
glutaminu (2mM), 1x antibiotiku-antimikotiku kokteili un 1x natrija piruvatu (1mM). Kulttras tika
sétas blivuma 7,5-15-10° uz T-175 flasku (175 cm? laukuma) un pasazésana veikta ik pec 4 vai 3
dienam, izmantojot akutazi.

Dobo $kiedru bioreaktora

Pirms bioreaktora kartridza inokulacijas nepiecieSams veikt vairakus secigus kartridza
preinkubacijas solus. Pirmaja soli bioreaktora rezervuara pudelg tika iepilditi 450 mL PBS un EKT
(ar Slirces palidzibu caur portu) uzpildita pilniba ar PBS. Kartridzs tika ievietots elektriskaja pumpi
un atstats inkubatora skaloties (+37°C, 5% CO2 un 100% gaisa mitrums) vismaz 24 h (vélams 72
h) ar pliismas atrumu 60-80 mL/min. Otraja soli, kas ir specifisks tikai PV $iinu Iinijam, EKT saturs
atstats pa nakti bez pliismas istabas temperatiira. Nakamaja diena tika veikta pirma barotnes maina
— PBS rezervuara pudele tika nomaintta ar 125 mL RPMI barotni saturo$u pudeli un EKT saturs ar
Slirci tika aizvietots ar 20 mL RPMI barotnes. Kartridzs tika ievietots elektriskaja pumpi un atstats
inkubatora Uz 24 h ar plismas atrumu 80-100 mL/min. Otra barotnes maina un skaloSana tika
veikta péc pirmas barotnes mainas parauga, ta¢u izmantojot pilno RPMI barotni (ar piedevam).
Tresa barotnes maina tika veikta péc otras barotnes mainas parauga un tai nekavégjoties sekoja EKT
inokulacija ar LNCaP §tnu liniju. P& barotnes mainas tika nomérita tas sakotngja glikozes
koncentracija, izmantojot glikometru un testa strémeles: testa strémeles lodzina tika ienesti 1,5 pL
barotnes, panemti no rezervuara pudeles.

Izmantojot akutazi, tika savaktas LNCaP $tinas no 13 adherentu kulttiru T-175 flaskiem ar
70% konfluenci, kas p&c skaita atbilda 4,48-10° §Ginam, un resuspend&tas tas atpakal o pasu §iinu
kondicion&tas barotnes 20 mL tilpuma. Stinu suspensija tika ievadita bioreaktora kartridza: §lircg
tika iestkta resuspendéto Stinu suspensija un lénam to caur kreiso EKT portu ievadita EKT,
izspiezot eso§o EKT barotni tuksa §lircé caur labo portu. Stinas tika vienmérigi izkliedetas pa EKT,
3-4x 1éni caur EKT parnesot barotni no vienas $lirces otra un atpakal lidz, visbeidzot, tika atstats

vienads suspensijas tilpums (10 mL) katra §lirc€, kas péc laba cirkulacijas porta atvérSanas caur
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bioreaktora Skiedram tika izspiests kopgja cirkulacija. Kartridzs tika rotéts pa 180 gradiem un
atstats bez pliismas, laminara un 20 minttém. P&c §1 laika kartridzs tika rotets atpakal normala
pozicija, ievietots elektriskaja pumpi un atstats inkubatora ar plismas atrumu 80-100 mL/min.
Katru dienu tika veikts cirkuljosas barotnes glikozes mérijums. Ik reizi, kad glikozes
koncentracija barotn€ nokritas uz pusi, tikai mainita cirkul€josa barotne, tas tilpumu dubultojot, un
pakapeniski (Cetros solos) parejot no RPMI uz DMEM/F-12 balstitu barotni, 1idz tika sasniegts
maksimalais 1 L tilpums. Tome&r vélak barotnes mainas protokols tika pielagots LNCaP Iinijas
individualajam prasibam — parejot atpakal uz 500 mL tilpumu un barotnes nomainu veicot katru
dienu. Kad ikdienas glikozes patérin$ sasniedza > 0,5 g, pilnaja cirkul&josa barotné inaktivétais
FBS tika pakapeniski (Cetros solos) aizstats ar kimiski defin€tu seruma aizvietotaju (CDM-HD),
savukart EKT barotne uzreiz tika mainita uz serumu nesaturosu. P&c pilnigas parejas no inaktiveta
FBS uz CDM-HD un, kad glikozes patérins sasniedza >1 g diena, tika veiktas zemas glikozes razas
(ZGR) ievaksana katras 2-3 dienas: tika aizverti gala porti (savienoti ar cirkulgjosas barotnes
rezervuaru) un EKT porti (iziet no kartridza) un §lirce ar 20 mL svaigas pilnas barotnes tika piestiprinata
pie viena EKT porta. Tad tika atvérti abi EKT porti un lénam izspiesta barotne no $lirces, tada veida
uzpildot otram EKT portam pievienoto §lirci. Abi EKT porti tika aizvérti un ar bioreaktora kondicionéto
barotni piepildita §lirce nomainita pret jaunu, tukSu Slirci. Tika atverti sanu porti un turpinata Stinu
kultiveésana. Velak, pielagojot kultivésanas apstaklus LNCaP liijai, ZGR tika ievakta katru dienu.
P&c razas ievaksanas protokola talakas optimizacijas katru dienu tika ievakta gan ZGR, gan
augstas glikozes raZza (AGR). AGR protokols tika veikts uzreiz péc katras ZGR. Tika aizverts tikai
kreisais gala ports un katram EKT portam tika piestiprinata 20 mL S§lirce. Rezervuara vaks tika
atgriezts par Y4 pagriezienu. Péc laba EKT porta atverSanas léenam tika ievilkti 10 mL barotnes
labaja Slirce, labais EKT ports aizverts. Péc kreisa EKT porta atvérSanas 1énam tika ievilkti 10 mL
barotnes kreisaja Slircé. Tad tika atverti abi EKT porti un aizverti abi gala porti. Léni caur EKT
tika parnesta barotne no vienas $lirces otra un atpakal 2-3 reizes. Sliréu barotne tika izspiesta iek3a
viena §lirce, tad aizverti abi EKT porti un lietotas Slirces nomainitas pret jaunam. Tika atverti sanu

porti un turpinata Stnu kultivésana.

2.2.2. EV izdalisana

2.2.2.1. Siinu kondicion&to barotnu apstrade un koncentré$ana
LNCaP kondicionétu barotni no bioreaktora EKT secigi centrifugéja 10 min pie 300 x g un

10 min pie 3000 x g, lai atbrivotos no $inam un to atlieckam; supernatantu uzglabaja maksimums,
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lidz 4 dienam pie +4°C lidz talakai apstradei. Apvienotus 3-4 dienu supernatantus centrifugéja 30
min pie 3000 x g, +4°C. Izmantojot 0,2 um MBS filtrus, izfiltréja supernatantu. Amicon Ultra—15
100kDa 15 mL ultrafiltracijas stobrinu uzpildija ar filtréto barotni un centrifuggja pie 3300 x g,
+4°C, atkartojot procesu, lidz pilnigi viss paraugs tika sakoncentréts lidz 0,5 mL. Koncentréto
barotni parnesa 1,5 mL stobrina, savorteksgja, centrifugéja 10 pie 10000 x g, +4°C; supernatantu
parnesa jauna stobrina un uzglabaja pie +4°C temperatiiras Iidz SEC veik$anai.

2.2.2.2. SEC veikSana

Izmantojot izméru izslégsanas hromatografiju, barotnes koncentrata sastava esosas dalinas
tiek frakcion€tas pec to izmeriem. Kolonna esosas sefarozes dalinas ir ar poram, kuras ieklast
mazakas dalinas un molekulas, bet lielakas dalinas iekliit poras nespgj. S iemesla d&l lielakas
dalinas atrak izfiltréjas caur hromatografijas vidi, bet mazakas dalinas méro garaku celu caur
sefarozes lodisu poram, Iidz ar ko tam ir nepiecieSams ilgaks laiks, lai tas izfiltrétos. P&c SEC
veikSanas iegiito frakciju serija secigi satur€s izmeros arvien mazakas dalinas (sakot ar EVs un
beidzot ar mazakiem proteinu kompleksiem).

Varglaze katrai kolonnai tika ielieti 15 mL CL-2B sefarozes suspensijas un atstati 1 h istabas
temperatiira sediment&ties. Tad tika atsukts augs€jais etanola slanis un veikta skaloSana — uz
katriem 15 mL sefarozes pievienoti 6 mL DEPC-PBS, suspensija tika samaisita ar mikropipeti un
atstata uz 15 min sediment&ties. SkaloSana tika atkartota vél divas reizes. Tad uz katru 15 mL
sakotngjo sefarozes suspensijas tilpumu tika pielieti 4 mL filtréta DEPC-PBS. NepiecieSamais
skaits TELOS filtracijas kolonnu tika ievietots stativa un nolimenots ar Iimenradi. Katra kolonna
tika piepildita ar 10 mL filtréta DEPC-PBS un ar markieri atzimets 10 mL Itmenis. P&c kolonnu
atgaisoSanas ar cimdu (ierosinot buferSkiduma pliismu un laujot tam iztecét caur filtru) kolonna
tika uzreiz uzpildita ar 11 mL sagatavotas sefarozes. Kad ta bija nosediment&jusies Iidz 10 mL
atzimeli (ja nepiecieSams, tad kolonna tika papildinata ar papildus sefarozi), tad uzmanigi kolonna
lidz augsai tika uzpildita ar DEPC-PBS. Ka augsgjie filtri tika sagatavoti 10 mL $lirces cilindra
atgazgti friti. Frits ar rupjo pusi uz augsu ar pincetes palidzibu tika iespiests kolonna lidz sefarozes
limenim. Kolonna no apaksas tika noslégta ar slirces adatu, pa vidu ievietojot parafilmas gabalinu,
bet no augsas — ar parvilktu parafilmu, un uzglabata +4°C temperatiira lidz izmantoSanas bridim
(tacu to nevajadz&tu uzglabat ilgak ka ~24 h, ja buferim nav pievienots 0,05% natrija azids).

Uz kolonnas tika uznesti 0,5 mL LNCaP barotnes koncentrata, vai arT 1 mL urina koncentrata.
Tad tekoso filtratu secigi vaca 1,5 mL stobrinos ar 0,5 ml soli kopa 20-30 frakcijas. Frakciong€Sanas

gaita kolonna nepartraukti tika papildinata ar DEPC-PBS, lai frits vienmér biitu zem Skidruma
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limena. Savaktas frakcijas tika uzglabatas +4°C temperatira lidz tas tika raksturotas un
koncentrétas; tas nevajadzétu uzglabat bez apstrades ilgak ka ~24 h. Péc darba kolonnas tika
izskalotas ar 10 mL 0,5 M NaOH un 20 mL DEPC-PBS. Ilgakai uzglabasanai kolonnas tika
izskalotas ar vismaz 10 mL 0,05% NaNs3 saturosu DEPC-PBS un friti atstati parklati ar $o buferi.
Sadas kolonnas tika uzglabatas +4°C temperatiira lidz pat 14 dienam un pirms darba izskalotas ar
20 mL DEPC-PBS.

2.2.2.3. SEC frakciju raksturoSana

SEC frakcijas tika raksturotas, izmantojot Zetasizer Nano ZS (Malvern) iekartu un Zetasizer
software (Malvern) datorprogrammu. Iekarta dalinu lieluma noteik$anai izmanto dinamisko
gaismas izkliedi. Tiek meéritas dalinu izkliedetas lazera gaismas intensitates fluktuacijas.
Fluktuaciju frekvenci nosaka dalinu Brauna kustiba — mazakas dalinas kustesies atrak, lidz ar ko
izklied@tas gaismas lokala intensitate mainisies straujak. Integréti analiz&jot Sos datus, iekarta lauj
giit priek$statu par dalinu izméru sadalijumu un relativo dalinu koncentraciju parauga.

Ar DEPC-PBS izskalota kiveté tika ienesti 20 UL savorteksétas frakcijas parauga. Vienam
paraugam tika veikti 10 m&rijumi pa 10 sekundém, tris atkartojumos. Frakciju sérijas sakuma tika
atrasta pirma frakcija, kuru mérot pie automatiski regulétas lazera intensitates (Attenuator), ta ir
zem 11. Intensitate zem 11 liecina, ka §1 frakcija satur dalinas. Frakciju sérijas otra gala tika atrasta
pedgja frakcija, kurai izméra histogramma galvena pika modala vértiba nav zem 40 nm. Tomér tika
pieveérsta uzmaniba ari, lai biitisks dalinu daudzums nebiitu zem 30 nm. KoncentréSanai, ka EVs
saturoSas tika izveletas abas robezfrakcijas, ka ari visas frakcijas starp tam.

2.2.2.4. SEC frakciju koncentrésana

Amicon 3kDa 0,5 mL ultrafiltracijas stobros tika iepilditi savortekséti EV saturoSo frakciju
paraugi, kas tika noskaidroti, tas raksturojot. Visas izv&létas viena parauga frakcijas tika apvienotas
un koncentrétas uz viena ultrafiltracijas stobrina. Ultrafiltracijas stobrini tika centrifugéti 12 min
pie 14 000 x g, +4°C temperatiira lidz LNCaP EV paraugs tika sakoncentréts lidz 100-150 pL, bet
urins lidz 20—40 pL. legtitais EV koncentrats tika alikvotéts Protein Low-bind 1,5 mL stobrinos pa
25 UL LNCaP EV gadijuma, bet urina gadijuma paraugi tika sagatavoti Western blot analizei un
atlikuSais paraugs iesaldéts. EV alikvoti tika uzglabati kelvinatora (—-80°C). No katra LNCaP EV
izdaliSanas eksperimenta, viens EV alikvots tika izmantots EV raksturo$anai ar BCA metodi un
nanodalinu izsekoSanas analizi. EV paraugus nav ieteicams paklaut atkartotiem sasaldéSanas-

atkauseSanas cikliem.
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2.2.3. Magnétisko nanodalinu un antivielu konjugacija

Antivielu kovalentai piesaistei pie glikuronskabes apvalkotam magné&tiskam nanodalinam
tika izmantota karbodiimidu kondensacijas reakcija. Karbodiimidi ir sintétiski savienojumi ar
RN=C=NR funkcionalo grupu, kurus plasi izmanto organiskaja sint€ze karboksilskabes atlikumu
(-COOH) kovalentai sajiigsanai ar primarajiem aminiem (-NH2), gala veidojot peptidsaiti. Viens
no $adiem savienojumiem ir EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimids), kas aktivé
karboksilgrupu, veidojot nestabilu O-acilizourinvielas starpproduktu, kuru p&c tam var viegli
aizvietot -NH2 grupa, rezultata savienojot $is grupas sava starpa ar peptidsaiti. Biezi papildus tiek
pievienots Sulfo-NHS (N-hidroksisulfosukcinimids), jo tas aizvieto nestabilo O-acilizourinvielu
pret stabilu Sulfo-NHS grupu, ko ari talak var aizvietot -NH2 grupa. Rezultata konjugacijas
efektivitate tiek paaugstinata, jo aktivEtas grupas spontani nehidrolizgjas.

Reakcija parasti tiek veikta buferSkiduma ar pH 6,0 un taja nedrikst bt citas karbonskabes
un amini, tade] §im mérkim parasti tiek izmantots MES (4-morfolinoetansulfoskabe). Saja darba
eksperimentos tika veikta konjugacija pie pH 4,5, lai nodro$inatu orientétu elektrostatisku
mijiedarbibu starp antivielu un negativi ladétam MNPs. Sim mérkim jaizvélas reakcijas vides pH,
kas ir vismaz 0,5 iedalas zem proteina (antivielas) izoelektriska punkta, lai antiviela iegiitu pozitivu
ladinu. Ladipa sadalijuma specifika antivielas molekula nodroSina to, ka elektrostatiska
mijiedarbiba ir orient&ta (antiviela “pielip” flat-on orientacija, kas ir viena no divam optimalajam
orientacijam, lai saglabatu maksimalu paratopu pieejamibu; §ada orientacija antiviela pec tam ari
piesaistas kovalenti). 1zoelektriskais punkts PSMA un CD63 antivielam tika noteikts ieprieks:
PSMA Ab: pl=5,00-5,55; CD63 Ab: pl=5,2-8,45 (E.Endzelina iegiitie dati Aragonas Nanozinatnu
instittta, Dr. Jesus de la Fuente laboratorija). P&c konjugacijas, atlikusas aktivétas karboksilgrupas
tiek blokétas, ar BSA.

1. 2 mL Protein Low-bind stobrinos pie 400 uL MNPs (10 mg) tika pievienoti 600 pL 10
mM MES pH 5,0 buferskiduma atmazgasanai. MNP mazgasana ar 1 mL §T buferSkidumu tika
atkartota tr1s reizes, starp mazgasanas reize€m stobrini tika likti pie magnéta, lai atstiktu buferi bez
MNPs.

2. MNPs tika aktivétas ar EDC un Sulfo-NHS ieks 10 mM MES pH 5,0 buferskiduma; uz
katru 1 mg MNPs tika nemts 1 mg EDC un 1 mg Sulfo-NHS. Abu aktivacijas reagentu $kidums

tika sagatavots nekavéjoties pirms ta izmantoSanas. Aktivacija tika veikta 30 min, 37°C uz stobrinu
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rotatora. Péc MNP aktivizéSanas tika veikta atmazgasana ar 1 mL 10 mM MES pH 5,0
buferskidumu, ka tas aprakstits ieprieks.

3. Tika pagatavots velamais antivielas daudzums ieks 10 mM MES pH 4,5, lai uz vienu
stobrinu baitu 750 pL. Ab-MNP-5 konstruktam tika izmantoti 5 pg antivielas uz katru 1 mg MNPs,
Ab-MNP-10 konstruktam — 10 pg antivielas uz katru 1 mg MNPs, Ab-MNP-15 konstruktam — 15
pg antivielas uz katru 1 mg un Ab-MNP-20 konstruktam — 20 pg antivielas uz katru 1 mg, bet
kontrolei 0 pg antivielas. Talak aktivétas MNPs tika resuspendétas ieks 10 mM MES pH 4,5, lai
uz vienu stobrinu nepiecieSamais daudzums butu 250 pL. Tad stobrinpam ar 750 pL antivielas
Skidumu tika pievienota 250 UL aktivétu MNP suspensija. Konjugaciju veica 2 h, 37°C uz stobrinu
rotatora. Stobrini tika uzlikti uz magnéta un tika atsiikts konjugacijas supernatants, kuru izmantoja
DotBlot analizei. MNPs uz magnéta tika nomazgatas ar 10 mM MES pH 4,5 buferi.

4. Blokésanai izmantoja 2% BSA $kidumu iek§ 10 mM MES pH 4,5 bufera. Inkubaciju veica
2 h istabas temperatiira uz stobrinu rotatora. Péc blokéSanas MNPs uz magnéta tika atmazgatas tris
reizes ar 1 mL10 mM MES pH 6,0 buferskidumu.

5. Uzglabasanai konjugeétas MNPs tika resuspendétas MNP uzglabasanas buferskiduma ar
0,1% BSA, 0,05% NaN3 iek§ PBS. Ar antivielam konjugétas nanodalinas tika uzglabatas +4°C

temperatiira.

2.2.4. DotBlot analize

DotBlot analizei tika nemti §adi paraugi: (1) supernatants no Ab-MNP kontroles konjugacijas
reakcijas, kurai netika pievienotas MNPs (pozitiva kontrole salidzinajumam ar citam paraugu
grupam); (2) supernatants no Ab-MNP konjugacijas reakcijas (gaidams, ka nesatur antivielas, ja
reakcija norit&jusi 100% efektivi); (3) Ab-MNP konstrukti atSkaidijuma, kas atbilst konjugacijas
reakcijai. Paraugi tika uzpilinati uz 0,45 um nitrocelulozes membranas (1 pl uz punktu), kurai péc
tam 1 h lava nozit +37 °C temperatiira. Membrana tika blok&ta ar 10% beztauku piena pulvera
Skidumu iek§ TBST 0,05%, 1 h +37°C temperatiira uz orbitala maisitaja (60 RPM). P&c tam
membrana tika inkubéta ar sekundaras antivielas atskaidijumu: 1:2000 anti—peles—HRP (5¢516102)
(peles anti-PSMA konjugétajam MNPs) un 1:2000 anti-trusa—HRP (sc2357) (trusa anti—-CD63
konjugétajam MNPs). Péc inkubacijas membranas tika secigi skalotas 5 min ar TBST 0,05%, 10
min TBST 0,1%, 5 min TBST 0,1 % un 10 min ar TBST 0,05% istabas temperatiira, 90 RPM. Tika

veikta detekcija, uz membranas uznesot svaigi pagatavotu Western blot detekcijas reagentu
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maisijumu (GE HealthCare Lifesciences, Vacija) un luminescento signalu fotograféjot ar dSLR

kameru.

2.2.5. Dzelzs satura noteikSana

Ar aprakstito dzelzs satura noteikSanas metodi, ir iesp&jams raksturot dzels saturu parauga,
salidzinot to ar zinamu koncentraciju standartu sériju. Tika sagatavoti sekojosi paraugi iek§ MNP
uzglabsanas buferskiduma: (1) Ab-MNP konjugati (atbilst 5 mg/mL konjugacija izmantotajam
MNPs); (2) Aktivétas MNPs 1:2 atskaidijuma (atbilst 5 mg/mL konjugacija izmantotajam MNPs);
(3) MNP standartskidumu sérija (FluidMAG-ARA: 200 nm, 25 mg/mL) koncentracijas — 10; 7,5;
5; 3,75; 2,5; 1,25 un 0 mg/mL. Katrs testéjamais vai standartliknes paraugs talak trijos tehniskajos
atkartojumos izskidinats karaltideni. Ta veikSanai, 1,5 mL stobrinos pie 45 pL ultratira Gidens tika
pievienoti 5 YL parauga un stobrinu vacini tika caurdurti ar adatu. Stobrini talak tika papildinati ar
100 pL karaltidens un karséti 15 min +60°C temperatira, tad katram tika pievienoti 350 pL ultratira
tdens. No katra stobrina 50 pL tika iepilditi 96 bedriSu plate. Katrai parauga bedritei tika pievienoti
60 pL Tirona/KOH skiduma, kas pagatavots tiesi pirms izmantoSanas (1 mL svaigi iz§kidinatu 0,25
M Tiron samaisa ar 5 mL 4 M KOH skidumu), un 100 pL 0,2M NaP pH 9,7 buferskiduma.
Nekavgjoties tika nolasita Skidumu absorbcija pie 562 nm vilpa garuma ar mikroplasu
spektofotometru UQuant (BioTek, ASV). MNP koncentraciju aprékinam tika konstrugta
standartlikne no MNP standartskidumu sérijas absorbcijas meérjjumu vertibam, pret kuru salidzinati

meéramie paraugi (Microsoft Excel).

2.2.6. EV imunoizolésana

Imunoizolé$ana tika izmantotas MNPs, kas konjugétas ar izvel&to antivielu — pret noteiktu
EV virsmas proteinu — CD63 (universals EV markieris) vai PSMA (prostatas izcelsmes EV
markieris), ka arT identiski konstru€tas antivielu nesaturoSas kontroles MNPs, lai novérteétu
nespecifisko reakciju. Konjugétas MNPs tika atmazgatas ar PBS (pirms reakcijas optimizacijas)
vai 1x MNP R/W buferi 2 mL Protein Low-bind stobrinos, pec ka tika atsuikts supernatants.
Neoptimizetajos reakcijas apstaklos Ab-MNPs un LNCaP EVs tika inkubétas to dalinu attieciba
10:1 ieks PBS; péc apstaklu optimizacijas Ab-MNPs un LNCaP EVs attieciba 10:1 tika inkub&tas
iek§ 1x MNP R/W buferskiduma; reakcijas ar biologiskajiem Skidrumiem (urina koncentrats)
stobrinos tika iepildits 2x MNP R/W buferskidums un biologiskais $kidrums tilpumu attieciba 1:1
un izmantoti 250 pg Ab-MNPs (5,5-10%° dalinas) uz katriem 500 pL biologiska $kidruma.
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Imunoafinitates reakcija tika inkubéta pa nakti +4°C temperatiira stobrinu rotatora. Nakamaja diena
stobrinu saturs tika parnests jauna stobrina un, uzliekot tos uz magnéta, tika atstukts supernatants.
MNP nogulsni mazgaja tris reizes ar inkubacija izmantoto buferSkidumu (neoptimiz€tajos
apstaklos — PBS, optimizetajos un ar biofluidiem — 1Xx MNP R/W buferskidums). Katra mazgaSana
tika veikta 5 min uz stobrinu rotatora, istabas temperatiira, starp katru mazgasanas reizi atsticot
supernatantu. P&c p&déjas mazgasanas nogulsne tika izskidinata ieks PBS.

Western Blot analizei MNP nogulsne talak tika resuspendéta ieks nereducgjosa Laemmli (bez
BME) prieks analizes ar anti-CD63 vai ieks reduc€josa Laemmli (ar BME) prieks analizes ar anti-
PSMA, un tika veikta paraugu karséSana 5 min, +95°C temperatiira. Péc karséSanas stobrini tika
centrifugéti 10 min pie 12 000 x g un supernatants ar EV lizatu tika parnests jauna stobrina. Lizats
tika gatavots iek$ 8-10ul Laemmli uz katru gg€la joslu. Ja lizats Western blot analizei netika
izmantots taja pasa diena, tad to sasald&ja (—20°C).

Alternativi, priek§ RNS izdaliSanas MNP PBS suspensija tika lizéta ar 700 pL QIAzol lizes
Skidumu, kas papildinats ar UniSp6 RNS kontroli. Priek§ kKDNS sintézes bez RNS izdali$anas sola
PBS tika aizvakts un MNPs resuspendétas UniSp6 saturos$a nukleazu briva tideni ar vai bez

RiboLock RNazu inhibitora un tika turpinats péc kKDNS sintézes protokola.

2.2.7. Stinu lizata sagatavo$ana

Stinu lizata pagatavo$anai 1,5 mL stobrina tika iepilditi 250 uL auksta 4x RIPA uz ledus
bloka. Otram stobrinam ar sasaldéto $tinu nogulsni tika pievienoti 750 pL auksta PBS un 10 pL
100x Halt proteinazu inhibitoru kokteila (P1). Stinu nogulsne tika resuspendéta un 750 uL $inu
suspensijas nekavgjoties parnesta sagatavotaja stobrina ar 250 pL 4x RIPA, rapigi sapipete.
Paraugs tika homogenizgets vairakas reizes to iesticot un izspiezot no §lirces caur tas adatu un
vorteks€jot. Ja parauga bija parak daudz $tnu un bija griitibas to homogenizét, tad pievienoja
papildus 1x RIPA (1 dala 4x RIPA, 3 dalas PBS, 1:100 PI). Paraugs tika inkubgts uz ledus visa
30 min homogenizé$anas laika (homogeniz&sana ar §lirci tieck atkartota ik péc aptuveni 5 min).
Stobrins ar paraugu tika centrifugéts 15 min pie 14000 x g, +4°C. Supernatants tika parnests jauna

stobrina, neparaujot Iidzi sedimentu. Lizats tika uzglabats pie —20°C.

2.2.8. Western blot analize

Western blot analizi veic, lai raksturotu konkrétu interes€joSo proteinu klatbiitni bioparauga.

Ar So metodi var gut priekSstatu par to, cik tirs ir izdalitais EV paraugs, nosakot specifisko EV
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markieru un EV-neraksturigo proteinu (kalneksins) klatbitni. ST metode ietver vairakus secigus
solus — proteinu sadaliSanu p&c to molekularas masas poliakrilamida gela ar elektroforézes
palidzibu; talaku to parnesi uz nitrocelulozes membranas; proteinu iezime&Sanu, izmantojot ar
specifiskas primaras antivielas un ar detekcijas enzimu (8aja gadijuma - HRP) vai citu iezimi
konjugétas sekundaras antivielas; 1idz, visbeidzot, detekcijas soli, kura HRP katalizé luminiscentu
reakciju.

Western blot analizei tika sagatavoti 10% SDS-PAGE géli un bedrités ienesti 8-10 pL EV
lizati iek§ Laemmli (karséti 5 min, +95°C temperattira) vai 3 UL krasota proteinu molekulmasas
markiera. Elektroforézes kamera tika novietota aukstaja istaba (+4°C) uz magnétiska maisitaja un
tika veikta elektroforéze 10—15 min/90V lidz paraugi koncentrgjas uz koncentrgjosa un sadalosa
géla robezas, tad turpina ~1 h/150V Iidz markiera vieglaka zona (10 kDa) tuvojas géla apaksai. Péc
elektroforézes proteini no géla tika parnesti uz membranu ar standarta slapjas parneses metodi
Isuma, 15 min 1x parneses bufert tika izmércétas 0,45 pum nitrocelulozes membranas, Whatman
filtru papiri un sukli. Talak sekojosa seciba tika konstruéts “Sendvi¢s”™: (+) stklis > filtrpapirs >
membrana > ggls > filtrpapirs > stiklis (—). Parnese tika veikta 1 h/100 V, aukstaja istaba. P&c
parneses membrana tika krasota ar Ponceau Red skidumu, lai parliecinatos par veiksmigu proteinu
parnesi un giitu priek$statu par kop€jo proteinu saturu parauga. Vadoties péc Ponceau Red, ar
skalpeli membrana tika sagriezta sloksnés iezimésanai ar atskirigam primarajam antivielam. Katra
membranas sloksne tika blokéta ar 20 mL 10% beztauku piena pulvera skidumu ieks TBST
0,05%,1 h uz orbitala kratitaja pie 60 RPM istabas temperatira. Talak membranas tika inkubétas
(pa nakti pie 60 RPM +4°C temperatiira) primaro antivielu $kidumos 5% piena/TBST 0,05% (12
mL uz katrai veselai membranai 10x10cm platé vai zemaka tilpuma membranas sloksnei mazaka
virsmas laukuma platé, saglabajot identisku tilpuma/virsmas attiecibu). Western blot izmantotie
primaro antivielu atSkaidijumi noraditi xxx tabula. Nakamaja diena membranas tika noskalotas ar
TBST 0,05%, parnestas jauna 10x10cm platé un secigi skalotas 5 min ar TBST 0,05%, 10 min
TBST 0,1%, 5 min TBST 0,1 % un 10 min ar TBST 0,05%( istabas temperatara, 90 RPM). Tad
membranas tika inkubgtas (istabas temperatiira, 60 RPM) sekundaro antivielu Skidumos 5%
piena/TBST 0,05% — 1:2000 Anti-Trusa-HRP (lieto trusa primarajam antivielam pret kalneksinu
un TSG101) un 1:2000 Anti-Peles-HRP (lieto peles primarajam antivielam pret ALIX, PSMA,
CD63, CD9Y). Péc inkubacijas membranas atkal tika skalotas ka ieprieksgja reize. Tika veikta
detekcija, uz membranas uznesot svaigi pagatavotu Western blot detekcijas reagentu maisijumu

(GE HealthCare Lifesciences, Vacija), un luminescento signalu fotografejot ar dSLR kameru.
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10.tabula.
Western blot izmantotas primaras antivielas.

Table 10
Primary antibodies used in Western blot.
Primara | Gala Kataloga Sagaidama
antiviela | atSkaidijums SILEE nr. ’ m(;glekulmasa, kDa Ml
CD9 1:250 Peles | Sc-13118, 22-27 EV markieris
CD63 1:500 Peles | Sc-5275 40-65 EV markieris
1:1000 Trusa | ab22595 67-90 Endoplazmatiska tikla
Kalneksins markieris; nevajadzetu biit
EVs/minimali
ALIX 1:1000 Peles [ Sc-166952 | 96 EV markieris
TSG101 1:1000 Trusa | ab125011 46 EV markieris
1:500 Peles | Sc-59674 100+180 Prostatas specifiskais
PSMA .
markieris

2.2.9. Urina paraugu apstrade

No $tinam brivi (centrifugéti 15 min pie 2000 x g, +4°C), sasaldéti (—80°C) urina paraugi tika
atkauseti uzsildita (+37°C) tidens vanna. Tad urins tika iepildits ultracentrifligas stobrinos un
centrifugéts 15 min pie 10 000 x g, +4°C temperatiira, lai atbrivotos no uromodulina. Tika savakts
supernatants un Amicon Ultra—15 100 kDa ultrafiltracijas stobra pie 3000 x g, +4°C iekoncentréts
15 reizes (pieméram, no 15 mL urina lidz 1 mL). Koncentrétais urins no ultrafiltracijas stobrina
tika parnests 2 mL Protein Low—bind stobrinos un uzglabati +4°C temperattra lidz izmanto$anas

bridim taja pasa diena.
2.2.10. EV-noplicinata urina iegtiSana

Nesaldéts, svaigs urins tika centrifugéts 15 min pie 2000 x g, +4°C temperatiira, lai atbrivotos
no $inam. Supernatants tika parnests ultracentrifligas stobrinos un centrifugéts 15 min pie 10 000
X g, +4°C temperatira, lai atbrivotos no uromodulina. legiitais supernatants tika izfiltréts caur
Amicon Ultra—15 100 kDa centrifugas filtru pie 3000 x g, +4°C temperatiira, ka to aprakstija
Kornilov R. et al. (2018). Péc tam EV-noplicinatais urins tika alikvotéts 15 mL stobrinos un
uzglabats —80°C temperatiira. EV noplicinasanas efektivitate tika raksturota, veicot nanodalinu

izsekoSanas analizi.
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2.2.11. Nanodalinu izsekoSanas analize

Ar nanodalinu izsekoSanas analizi (NTA) var noteikt individualu nanodalinu izmérus un to
koncentraciju $kidruma, izmantojot sakaribu starp dalinas hidrodinamisko diametru un tadiem
parametriem ka Brauna kustibas atrums, vides temperatiira un vides viskozitate. Dalinu suspensiju
ievada ierices pliismas kambari, kuru caurstaro lazera stars tada lenki, ka tikai dalinu izkliedeta,
bet ne tiesa lazera gaisma nonak mikroskopa objektiva. lerices digitala kamera uznem video ar
dalinu izkliedetas gaismas punktiem, kas parvietojas, reprezent&jot Brauna kustibu pasa parauga.
Mazakas dalinas kustas atrak neka lielakas dalinas un dalinu izmérus ierices datorprogramma
aprékina automatiski, izmantojot Stoksa un EinSteina formulu. Programma aprékina ari dalinu
koncentraciju, jo ir zinams redzeslaukam atbilstoSais parauga tilpums.

NTA veica, izmantojot Nanosight instrument NS300 (Malvern, Lielbritanija) ar zalu 532 nm
lazeru. Pirms darba ierices kambari izskaloja ar filtrétu (20 nm) 15% etanolu un filtrétu (20 nm)
DEPC-PBS. Pirms paraugu analizes test€ja ierici ar 100 nm lateksa lodiSu standartiem péc razotaja
protokola. EVs atSkaidija ar PBS un veica mérjjumus. LodiSu standartam un katram paraugam
uznéma piecus 60 s video. Beigas testa paraugiem identiskos apstaklos nomérija tuksu bufera
paraugu, kas izmantots atSkaidijumu gatavoSanai, lai parliecinatos, ka atSkaidiSanas buferis pats
nesatur butisku dalinu koncentraciju un, nepiecieSamibas gadijuma, varétu to kompenseét.
Uznemtos video analizja, izmantojot NTA 3.4 programmatiiru, pie individuali piemeklétas
detekcijas pakapes (threshold). TukSajam paraugam, pret kuru veica salidzinajumu, izmantoja $os

pasus iestatijumus.

2.2.12. Proteinu koncentracijas noteikSana ar BCA metodi

Sim nolikam izmantoja Pierce BCA Protein Assay reagentu komplektu (Thermo Fisher
Scientific, ASV). BCA metodes princips ir tads, ka sarmaina vidé proteinu peptidsaiSu klatbiitne
Cu?* reducgjas lidz Cul*, kas talak veido violetas krasas kompleksu ar BCA reagentu. Violetas
krasas attisttba ir proporcionala proteinu koncentracijai parauga un var tikt kvantitta
spektrofotometriski, mérot absorbciju pie 562 nm. Proteinu absoliito koncentraciju parauga var
noteikt, salidzinot analiz€jamo paraugu absorbcijas lasijumus ar standartlikni, kura konstruéta péc
zinamas koncentracijas BSA atSkaidijumu sérijas absorbcijas datiem. Standartliknes BCA testa

reakcijas katru reizi javeic paral€li analiz€jamo paraugu reakcijam.
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Testa veikSanai gan BSA kontroles atSkaidijumu sérija (péc raZotaja protokola), gan
analiz€jamo Dbioparaugu atSkaidijumi tika gatavoti identiska buferskiduma (1x RIPA).
Analizgjamie paraugui un BSA standartliknes paraugi tika sapilditi 96 bedriSu platé divos
tehniskajos replikatos pa 25yl un katrai parauga bedritei tika pievienoti 200uL. BCA darba
Skiduma (gatavo péc razotaja protokola, uz katru reakciju 200 uLL BCA-A skidumam pievienojot 4
uL BCA-B skidumu). Plate tika inkubé&ta 30 min termokamera +37°C temperatiira. P&c inkubacijas
tika nolasita skidumu absorbcija pie 562 nm vilna garuma ar spektofotometru UQuant (BioTek,
ASV). Proteinu koncentraciju aprékinam tika konstruéta standartlikne no BSA standartskidumu

sérijas absorbcijas mérjjumu vertibam, pret kuru salidzinati méramie paraugi (Microsoft Excel).

2.2.13. RNS i1zdaliSana

RNS izdalisana veikta izmantojot miRNeasy Micro Kit reagentu un materialu komplektu
(Qiagen, ASV) péc razotaja instrukcijam.

Mikrocentrifiigas stobrina katram EV paraugam tika pievienoti 700 pL QIAzol lizes
reagenta, stobrin$ savorteks€ts un inkub&ts 5 min istabas temperatira. Katram paraugam tika
pievienoti 2 pL UniSp6 RNS kontroles 1:20 atSkaidijuma, stobrin$ tika 1si savortekséts un taja
pievienoja 140 pL hloroforma. Stobrini tika 15 sekundes kratiti un inkub&ti 3 min istabas
temperattira, tad centrifugéti 15 min pie 12 000 x g, +4°C temperatiira. Pec tam augs€jais tidens
slanis tika parnests jauna mikrocentrifiigas stobrina un tam tika nomerits tilpums. Talak tika
pievienoti 1,55 tilpumi 97% etanola, maisijums viegli sapipetéts un nekavéjoties 700 pL no ta
uznesti uz MinElute spin kolonnas. MinElute kolonna 15 sekundes tika centrifugéta pie 1000 X g,
istabas temperatiira. Tika aizvakts caurpliidusais Skidrums un kolonna uzpildita atkartoti, Iidz viss
paraugs tika uzladets. Tad kolonna tika ienesti 700 L RWT buferskiduma un 15 sekundes ta tika
centrifugéta pie 8000 x g istabas temperatiira, lai noskalotu membranu. Tika aizvakts caurplidusais
Skidrums un pievienoti 500 UL RPE buferSkiduma, atkal 15 sekundes tika veikta centrifugéSana
pie 8000 x g, lai noskalotu membranu. P&c caurplidusa skiduma aizvaksanas kolonnai tika
pievienoti 500 puL 80% etanola, ta 2 min tika centrifugéta pie 8000 X g. Tika aizvakts caurplidusais
Skidrums. Kolonna tika parnesta jauna stobrina un ar atverta veida centrifugéta pie maksimala
atruma 5 min, lai nozavétu membranu. Kolonnu parnesa 1,5 mL Non-Stick stobrina un uz tas
membranas uzladéja 14 uL RNazu briva tidens. P&c 1 min centrifugéSanas maksimalaja atruma
RNS eluats tika parnests jauna Non-Stick stobrina uz ledus bloka. Ja paraugs netika uzreiz

izmantots, tad to sasald€ja (—80°C temperatiira).
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2.2.14. kDNS sintéze

Komplementaras DNS (KDNS) sintézei izmantoja izdalito RNS vai ari tiesa veida termiski
Sokétus EVs paraugus bez RNS izdaliSanas. No RNS ar reversas transkripcijas palidzibu tika iegiita
KDNS, ko talak izmantoja digitalas pilienu polimerazes kédes reakcija (ddPCR).

kDNS sintéze tika veikta izmantojot miRCURY LNA RT komplektu (Qiagen, ASV) péc
razotaja instrukcijam. Tika sagatavots rekcijas maisijums 0,2 mL PCR mikrostobrinos, uz katriem
10 pL izmantojot 7 pL RNS vai termiski Sokétas EVs (paraugi bez RNS izolésanas), 2 UL 5x
miRCURY SYBR Green RT buferskidumu un 1 pL 10x miRCURY enzimu maisijuma. Visos
paraugos tika ieklauta arT definétas koncentracijas pozitivas kontroles RNS (UniSp6) atskaidijumi.
Tika veikta kKDNS sintéze izmantojot PCR iekartu p&c sekojosas programmas: +42°C 60 min,
+95°C 5 min, +4°C oo. KDNS tika uzreiz izmantota ddPCR vai iesaldéta —20°C temperatira

uzglabasanai lidz 5 ned€lam.

2.2.15. Digitala pilienu polimerazes k&des reakcija

ddPCR ir digitala PCR metode, kuras pamata ir idens un ellas emulsijas pilienu tehnologija.
Paraugs tiek sadalits lidz 20 000 pilieniem, kur katra piliena individuali notiek mérka sekvencu
PCR amplifikacija. Péc reakcijas katrs piliens, atkariba no meérka sekvences klatbtitnes, tiek
detektéts ka pozitivs vai nekativs un datu analizes programma, izmantojot Puasona statistiku, spgj
sarekinat meérka sekvences kopiju koncentraciju testeétaja parauga. Pateicoties absoliitai
kvantifikacijai, atskiriba no qPCR, nav nepiecieSsama papildus normalizacija.

Katras mérka RNS detekcijai tika sagatavots atsevisks PCR maisijums (MasterMix), kas uz
katru vienu reakciju satur 10 pL 2x QX200 ddPCR EvaGreen Supermix, 5 pL nukleazu brivu tideni
un 1 pL miRCURY LNA miRNA PCR praimerus (20x) + 20% no katras reakcijas komponentes tika
nemti rezervei. Katrai reakcijai 0,2 mL PCR mikrostobrinos tika apvienoti 17,6 pL MasterMix un
4,4 uL KDNS atskaidijuma. Kartridza turétaja tika ievietots DG8 kartidzs un ta vid€jas rindas
bedrites iepildija 20 pL sagatavota PCR maisijuma no 0,2 mL mikrostobriniem. Talak kartridza
apaks$gja bedrisu rinda tika iepilditi pa 70 pL ellas (Droplet Generation Oil for EvaGreen), tam
tika parlikta pari kartridzam speciali paredz&ta gumija un kartridzs ievietots QX200 Droplet
Generator iekarta pilienu generésanai. P&c pilienu izveido$anas no kartridza tika nonemta gumija
un no augsejas bedriSu linijas savakti 40 pL katra parauga, un iepilditi 96 bedrisu PCR plate.
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Svarigi ir darit to 1énam un nelaujot rasties gaisa burbuliem, kas var traumét reakcijas pilienus.
PCR plate tika noslégta ar termoadhezivu folijas loksni, izmantojot iekartu termiskai plasu
noslégsanai.

Lai veiktu PCR, plate tika ievietota PCR ickarta un palaista 10. tabula redzama amplifikacijas
programma. P&c PCR amplifikacijas beigam platei tika lauts atdzist 15 min +4°C temperatiira. Péc
QX200 Droplet Reader ickartas ieslégSanas, ta tika sagatavota mérijumiem programma Quanta
Soft (opcija Prime). Tad tika ievietota plate, noraditi tas iestatijumi un veikta pilienu nolasisana,

kuras dati tika analizéti QuantaSoft Analysis Pro programma.

11. tabula.

PCR amplifikacijas programma.

Table 11

PCR amplification programme.

Solis Temperatiira, °C Laiks Cikli (2°5s)
Enzimu aktivizacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 30 sec 40
Hibridizacija/Sintéze 58 1 min 40
4 5 min 1
Signala stabilizacija i

90 5Smin 1
UzturéSana 4 00 1
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3. REZULTATI

3.1. EV iegiuiSana no dobo Skiedru bioreaktora apstaklos kultivetam LNCaP

Sanam

Bioreaktora EKT inokulacija tika veikta ar 4,48-108 adherentos apstaklos pavairotam LNCaP
Sinam un sakotngja Siinu kultivéSana bioreaktora tika veikta, saglabajot adherentajas kultiiras
izmantoto barotnes sastavu, tacu papildinot to ar glikozi lidz ~4 g/L gala koncentracijai (RPMI ar
10% FBS, 2 mM L-glu, 1 mM natrija piruvatu, 1x antibiotiku-antimikotiku kokteili, 2 g/L glikozi).

Balstoties uz glikozes patérina atrumu (7.att€ls), tika izdariti 1émumi par cirkul&josas
barotnes nomainas nepiecieSamibu, cirkul&josas barotnes tilpuma celSanu un, visbeidzot, parieSanu
uz bezseruma vidi. Lai nodros8inatu talaku sekmigu $tinu adaptaciju bezseruma apstakliem, pirmas
11 dienas tika veikta pakapeniska pareja uz DMEM-F12 balstitu barotni ar identiskam piedevam.
Glikozes pat€rinam bitiski pieaugot (>0,5 g diena), no 17. dienas tika aizsakta pakapeniska pareja
no 10% FBS uz 10% CDM-HD, saglabajot nemainigas pargjas barotnes komponentes. Optimala
EKT Kolonizacija tika sasniegta 20. diena kop$ inokulacijas, par ko liecingja glikozes patérina
pieaugums Iidz >1 g diena. No 22. Iidz 29. dienai EKT barotnes ZGR ievaksana tika veikta ik p&c
divam vai trim dienam. No 29. dienas tika veikta ZGR 1evakSana katru dienu. Ta ka sakotngji
iegiitie EV daudzumi bija niecigi (7.A.attels), tika optimizets raZas ievakSanas protokols un péc 41.
dienas katru dienu ievaca gan ZGR, gan AGR. Agresivaka AGR protokola primarais mérkis parasti
ir $tnu blivuma kontrole bioreaktora, tacu, par cik LNCaP augsana blivos mezglveida agregatos
starp EKT Skiedram padarija tas rezistentas pret Stinu blivuma kontroli (butisks Stinu daudzums ar
So protokolu netika izskalots no EKT), pavéras iesp&ja istenot So protokolu katru dienu, kas
ievérojami paaugstinaja kop&jo EV iznakumu (7.A.attels). Lai glikozes patérin$ biitu stabilaks,
saskana ar bioreaktora raZotaja parstavju ieteikumiem tika pienemts lémums no 36. dienas barotni
mainit katru dienu nevis katru otro dienu, ka Iidz tam, tacu samazinot cirkul€josas barotnes tilpumu

uzpusi(nolLuz05L).
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7.attels. LNCaP kulturas glikozes patérina atrums dobo Skiedru bioreaktora, razas ievakSanas
intervali; iegtito EV raksturlielumi. NTA — nanodalinu izsekoSanas analize; BCA — BCA tests.
Figure 7. Glucose consumption rate of LNCaP culture in a hollow fibre bioreactor, harvesting

intervals; characteristics of obtained EVs. NTA, nanoparticle tracking analysis; BCA, BCA test.

EV izdaliSana tika veikta divas reizes ned€la no vairakam apvienotam razam, kuras lidz tam
tika uzglabatas pie +4°C. Visas izdalitas EVs tika raksturotas ar BCA testu un NTA, ka arf, izlases
karta, ar TEM (8.B.attéls) un Western blot (PSMA, ALIX, kalneksins, TSG101, CD63, CD9;
8.A.attéls). Kopuma no 66 dienu laika ievaktam bioreaktora razam ar SEC tika attiritas 1,14-10%
EV dalinas (NTA) ar kopgjo EV proteinu saturu 1096 pg (BCA). Tika novérots biitisks EV proteinu
satura attiecibas pret dalinu skaitu (vidgji 0,96 pg proteinu uz 10° dalinu) samazinajums (vidgji,
7,6 reizes) salidzinajuma ar iepriek§ musu laboratorija iegiitajam LNCaP EVs flasku kultiiru
apstaklos (7,34 ug proteinu uz 10° dalinu), noradot uz ievérojami paaugstinatu EV tiribu

(7.B.attgls).
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8.attels. A — Dobo skiedru bioreaktora LNCaP $tinu, EV un barotné sekretéto proteinu salidzinajums
Western blot analizg; B — LNCaP EV TEM fotouznémums. EVS — ekstracelularas vezikulas.

Figure 8. A — Comparison of hollow fibre bioreactor LNCaP cells, EVs and EV proteins in Western
blot analysis; B — TEM photo of LNCaP EVs. EV, extracellular vesicle.

3.2. Dazada antivielu blivuma MNP konjugatu efektivitates salidzinajums un

imunoizolésanas apstaklu optimizacija

Katra Ab-MNP konjugéSana tika apstiprinata ar DotBlot analizi (9.att€ls). Antivielu
konjugacijas kontroles tika sagatavotas un uzglabatas tapat ka konjugacijas reakcijas supernatanti,
kas savakti péc Ab-MNP konjugacijas, bet reakcijas maisijuma nepievienojot MNPs. Visos
konjugacijas eksperimentos tika noverota pilniga vai gandriz pilniga konjugeésanas efektivitate —
konjugacijas supernatanti neuzrada butisku konjugacija izmantotas antivielas klatbiitni, turpretim,
ta ir novérojama uz MNPs.

25 ng Ab/punktu (kontrole) 0 ng Ab/punktu (kontrole) 25 ng Ab/punktu (kontrole) 0 ng Ab/punktu (kontrole)

Ab kontrole
(rekcija bez MNPs)

Konjugacijas supernatanti

Anti-CD63 MNPs
Anti-PSMA MNPs

Ab-MNP konstrukti

9.attéls. DotBlot analize Ab-MNP-10 konjugacijas apstiprinaSanai. Reprezentativs attéls no viena
konjugacijas eksperimenta. Ab — antiviela; MNP — magnétiska nanodalina.
Figure 9. DotBlot analysis to confirm Ab-MNP-10 conjugation. Representative picture from one

conjugation experiment. Ab, antibody; MNP, magnetic nanoparticle.
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Ab-MNP gala koncentracijas tika raksturotas, nosakot dzelzs saturu MNP suspensija. Tapat
Sie dati paradija, ka konjugacijas protokola gaita vidgji tiek pazaudéti ap 25% no sakotngji reakcija
izmantotajam MNPs un lielakie zudumi notieck MNP skalosanas un aktivéSanas laika pirms pasas
konjugacijas reakcijas. Katram konjugacijas iznakumam arT tika aprékinats tai specifiskais vid€jais
IgG molekulu skaits pret MNP dalinu skaitu, kas starp reakcijam biitiski neatskiras. Reprezentativs
viena konjugacijas eksperimenta raksturojums, kura izmantoti 10 pug antivielas uz katru mg
sakotn&jo MNP, paradits 12. tabula. Salidzinami MNP procentualie iznakumi iegiiti arT atkartotos

konjugacijas eksperimentos.

12. tabula.
Ab-MNP iznakuma raksturojums. Reprezentativi dati no viena konjugacijas eksperimenta.
Table 12
Ab-MNP outcome characteristics. Representative data from one conjugation experiment.
IgG/aktivetas Kopégjais | Kopéjas Iznakums,
MNPs, . % no
Paraugs MNPs (molekulas | tilpums, MNPs, — —en
mg/mL e (T i) mL m sakotnéjam
pret dazipu skattu g MNPs
Aktivetas MNPs
(izmantotas 4,288 . . . 85,8
konjugacijas
reakcija)
PSMA-10 MNPs 3,793 212.8 5 18,96 75,9
CD63-10 MNPs 3,810 212,8 2 7,62 76,2
P/C-0 MNPs 3,726 0 3 11,18 74,5

Lai noskaidrotu kada ir optimala antivielu un MNP attieciba efektivai EV izoléSanai, tika
testeti Ab-MNP konstrukti ar atskirigiem piesaistito antivielu blivumiem uz virsmas — sakot no 5
lidz 20 pg antivielas uz katru mg MNP, paraléli ieklaujot arT identiski konstruétu antivielu
nesaturoSu kontroles konstruktu (10.A., B. attéls). Visu konstruktu sakotn&jai test€Sanai tika
izmantotas PSMA pozitivas bioreaktora apstaklos iegitas LNCaP EVs 1:10 attieciba pret
izmantoto MNP dalinu skaitu. Pirmais imunoizolé$anas tests ar Anti-PSMA konstruktiem paradija
augstu nespecifisku reakciju starp EVs un antivielu nesaturoSo MNP konstruktu (Anti-PSMA-0)
(10.A.attels). Talakos eksperimentos tika optimiz€ti reakcijas apstakli, reakcijas un skalo$anas vidi
(PBS) papildinot ar blokésanas agentu — BSA (0,1%) un detergentu — Tween-20 (0,01%), kas
samazinaja nespecifisko reakciju [idz nebiitiskam [tmenim (10.B.att€ls).

Salidzinot Ab-MNP variantus, tika novérots loti minimals EV piesaistes efektivitates

uzlabojums virs 10 pg Ab/1 mg MNP proporcijas, tapec §is variants tika izvel€ts izmantoSanai
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talakajos eksperimentos (10.B.att€ls). WB specifisko zonu integréta intensitate tika analiz€ta ar
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10.attéls. LNCaP EV imunoizolé$anas eksperimentu Western blot analizes. A — PSMA-10 MNP
izoletas LNCaP EVs; dazadu Ab/MNP proporciju konstruktu efektivitates salidzinajums pirms
reakcijas apstaklu optimizesanas; B — PSMA-10 un CD63-10 MNP izolétas LNCaP EVs, dazadu
Ab/MNP proporciju konstruktu efektivitates salidzinajums péc reakcijas apstaklu optimize$anas. EV
— ekstracelulara vezikula; MNPs — magnétiskas nanodalinas.

Figure 10. Western blot analysis of LNCaP EV immunoisolation experiments. A — LNCaP EVs
isolated with PSMA-10 MNPs; comparison of the efficiency of different Ab/MNP ratio constructs
before optimization of reaction conditions; B — LNCaP EVs isolated with PSMA-10 and CD63-10
MNPs; comparison of the efficiency of different Ab/MNP ratio constructs after optimization of

reaction conditions. EV, extracellular vesicle; MNPs, magnetic nanoparticles.

3.3. EV-noplicinata urina iegiiSana un raksturoSana

Ar NTA tika veikta 100kDa ultrafiltréta urina EV-noplicinasanas efektivitates parbaude, ka
kontroli izmantojot to pasu urina paraugu pirms ultrafiltracijas. Teju visas urina eso$as EVs

(99,51%) ar ultrafiltracijas metodi tika aizvaktas (11.attls).
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11.attels. Dalinu koncentracijas raksturosana (NTA) urna pirms un pec 100kDa ultrafiltracijas. EVS
— ekstracelularas vezikulas; NTA — nanodalinu izsekoSanas analize.

Figure 11. Particle concentration characterisation (PCC) in urine before and after 100 kDa
ultrafiltration. EVs, extracellular vesicles; NTA, nanoparticle tracking analysis.

3.4. Konjugeto MNP efektivitate un specifiskums

Lai parbauditu, ka Ab-MNP konstrukti sp&j piesaistit EVs no kompleksa biologiska
Skidruma — urina, ka ari raksturotu §is reakcijas specifiskumu un katra konstrukta efektivitati,
imunoizolésanas reakcija tika veikta ar EV-noplicinatu urinu, kas papildinats ar definétu LNCaP
EV koncentraciju. Pie 0,5 mL EV-noplicinata urina parauga tika pievienotas 6-10° LNCaP
bioreaktora EVs (kontrolei tika izmantots no EV-noplicinats urins bez LNCaP EVs) un inkubétas
pa nakti 1 mL kopgja rekcijas tilpuma ar 0,25 mg MNP (CD63-10, PSMA-10, P/C-0 varianti).
Reakcija tika veikta 0,2% BSA un 0,02% Tween-20 klatbiitné un MNP skaloSanai (3x pa 5 min)
izmantots PBS ar §tm pasam piedevam. Péc mazgasanas katru paraugu resuspend&ja PBS un
sadalija divas vienadas dalas, kuram uz magnéta tika atdalits un aizvakts supernatants; vienu no
variantiem talak liz&ja ar 10 pL reducgjosu Laemmli (ar BME, iezimé&Sanai ar anti-PSMA), otru —
ar 10 pL nereducgjosu Laemmli (bez BME, iezim&Sanai ar anti-CD63). No tas pasas LNCaP EV
kopas tika sagatavoti atbilstosi 3-10° EVs saturosi kontroles lizati 10 pL tilpumos ar katru no
Laemmli variantiem. Tika veikta Western blot analize, uz katru g€la joslu nemot 100% no katra
lizata parauga, kam atbilst 3-10° sakotngji reakcija pievienoto EVs. Rezultati paradija, ka CD63-
MNPs un PSMA-MNPs spgj piesaistit LNCaP EVs urina vide, CD63-MNP gadijuma ar augstaku
efektivitati. CD63 ieziméta membrana tika noverota neliela nespecifika EV-noplicinata urina joslas

(12. attels).
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EV-noplicinata urina. EVs — ekstracelularas vezikulas; MNPs — magnétiskas nanodalinas; C-10 —
CD63-10 MNP konstrukts; P-10 — PSMA-10 MNP konstrukts; P/C-0 — PSMA/CD63-0 konstrukts
Figure 12. Characterisation of the specificity and efficacy of Ab-MNP constructs in EV-depleted
urine supplemented with LNCaP EVs. EVs, extracellular vesicles; MNPs, magnetic nanoparticles; C-
10, CD63-10 MNP construct; P-10, PSMA-10 MNP construct; P/C-0, PSMA/CD63-0 construct.

3.5. Darbplismas optimizacija EV ietverto RNS kvantiteSanai: RNS

izdaliSanas sola nepiecieSamibas izvertejums

Lai izvertetu RNS izdaliSanas sola nepiecieSamibu, tika salidzinati divi darbpliismas varianti
Ab-MNP izoleto EV ietverto RNS kvantitéSanai ar ddPCR metodi. Isuma, tika veikta
imunoizol&sanas reakcija starp 6:10° PSMA-10 MNP dalinam un 6-10° LNCaP EVs 1 mL
reakcijas tilpuma. P&c reakcijas konstrukti tika resuspendéti 150 uL. auksta DEPC-PBS un daliti
divas dalas: (A) 100 pL suspensija tika lizé€ta 700puL QIAzol lizes skiduma, lizatu papildinot ar
2 uL 1:20 UniSp6 atSkaidijuma; talak tika izdalita RNS (Qiagen miRNeasy micro) un eluéta 14 pL
nukleazu briva adent; (B) 50 puL suspensijas supernatants tika aizvakts uz mangéta un MNP
nogulsne resuspendéta 7 uL 1:140 UniSp6 atskaidijuma nukleazu briva Gideni un nokarséta 5 min
pie +95°C, péc ka supernatants tika savakts, atdalot MNPs ar magnéta palidzibu. No katra parauga
varianta 7 pL tika izmantoti 10 ulL kDNS sintézes reakcija. Visas kDNS tika atSkaiditas 1:2 un
nestas pa 4 pL katra ddPCR reakcija ar praimeriem pret UniSp6 vai miR-375.

Tika noverots, ka varianta bez RNS izoléSanas videja miR-375 koncentracija ir augstaka neka

varianta ar RNS izol&Sanu (13. tabula).
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13.tabula

RNS satura detekcijas salidzinajums ar un bez RNS izole$anas no EVs, izmantojot ddPCR.
Table 13.

Comparison of RNA detection with and without RNA isolation from EVs using ddPCR.

PSMA-10 MNP Merka RNS Koncentracija (kopijas/uL) Vidgja konc. (kopijas/uL)
UniSp6 Parladéts o
- Parladets
L. UniSp6 Parladets
Bez RNS izoleSanas -
miR-375 16,8
- 16,0
miR-375 15,2
UniSp6 3277,0
- 3311,8
L UniSp6 3346,5
Ar RNS izolesanu :
miR-375 10,1
- 10,3
miR-375 10,5

3.6. Imunoizolesanas un SEC efektivitates salidzinajums PV pacientu urina

paraugos

PV pacientu urina paraugu koncentrati tika iegiiti ka tas aprakstits metodés (Saja gadijuma
tika iekoncentréti 30 mL urina Iidz 2 mL No katra pacienta urina koncentrata 1 mL tika frakcionéts,
izmantojot SEC, talak apvienotas EVs saturo$as frakcijas un iekoncentrétas lidz 32 pL. Western
blot analizei priek$ katras joslas ar Laemmli (reducgjosais variants iezimé&Sanai ar anti-PSMA,;
nereducgjosais variants ieziméSanai ar anti-CD63) tika nolizéti 25% no §1 tilpuma, kas atbilst
imunoizoléSanas paraugam péc sakotngja reakcija izmantota urina tilpuma. Atlikusas EVs tika
raksturotas ar NTA un BCA testu. Atlikusais urina koncentrats tika izmantots EV imunoizol&sanas
reakcijam — pie 250 pg CD63-10 un PSMA-10 MNPs tika pievienots pa 500 pL urina koncentrata
tilpuma. Reakcija tika veikta 0,2% BSA un 0,02% Tween-20 klatbiitng, 1 mL reakcijas tilpuma un
MNP skaloSanai (3x pa 5 min) izmantots PBS ar §Im paSam piedevam. Péc mazgaSanas katru
paraugu resuspend€ja PBS un sadalija divas vienadas dalas, kuram uz magnéta tika atdalits un
aizvakts supernatants; vienu no variantiem talak liz&ja ar 10 pL reducgjosu Laemmli, otru — ar 10
uL nereduc€josu Laemmli. Tika veikta Western blot analize, uz katru gé€la joslu nemot visu lizata
tilpumu (10 pL).

Rezultati liecinaja, ka CD63 un PSMA saturosas EV subpopulacijas efektivak tiek izol&tas
ar uz tam meérkeétam Ab-MNP neka ar SEC metodi (13.att€ls). PSMA zonas, ieskaitot ta
proteolitisko fragmentu, ar PSMA-10 MNP konstruktu izoléta EV parauga bija izteiktakas
saltdzinot ar SEC paraugu. Tada pati aina redzama, salidzinot CD63 Iimeni ar CD63-10 MNPs un
ar SEC izoletas EVs.
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13.attéls. EV imunoizolésanas un SEC efektivitasu salidzinajums PV pacientu urina paraugos. SEC —
izm@ru izslégSanas hromatografija; C-10 — CD63-10 MNP konstrukts; P-10 — PSMA-10 MNP

konstrukts.

Figure 9. Comparison of EV immunoisolation and SEC efficiencies in urine samples from PCa
patients. SEC, size exclusion chromatography; C-10, CD63-10 MNP construct; P-10, PSMA-10 MNP

construct.

3.7. RNS markieru kvantitéSana imunoizolétas PV pacientu urina EVs

PV pacientu urina paraugu koncentrats tika iegiits ka tas aprakstits metod@s, tacu $aja

gadijuma imiinreakcija tika izmantots 15x (pacientiem 1, 3 un 4) vai 10x (pacientam 2) urina

koncentrats. Isuma, 125 pg CD63-10 un PSMA-10 MNP konstruktu tika inkubgti ar katra urina

koncentrata 250 pL tilpumu 0,5 mL reakcijas tilpumos un talak skaloti, ka tas darits ieprieks. Péc
atmazgasanas MNPs tika resuspendétas 50 pL DEPC-PBS. Péc DEPC-PBS atstikSanas uz

magnéta, sausas MNPs tika resuspendétas 21 pL RiboLock RNazes inhibitora 1:20 atSkaidijuma

(1 Uuz 1 pL) un talak pievienoti 2 L. UniSp6 1:400 atSkaidijuma. Paraugi tika 5 min karséti +95°C

temperatiira, supernatants atdalits ar magnéta palidzibu un paraugs izmantots kDNS sintézei. Talak

ar ddPCR $ajas kDNS tika raksturota miR-375 koncentracija un rezultati paradija (14.tabula), ka

ar sStm MNPs var izolét EVs no kliniskajiem paraugiem un tajas detektét miR-375.
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14.tabula.

mMIR-375 satura salidzinajums no CD63 un PSMA imunoizol&to PV pacientu urina EVs.

Table 14

Comparison of miR-375 content from CD63 and PSMA positive immunoisolated Prostate
Cancer patient urinary EVs.

Pacients 1 4

EV markieris CD63 PSMA CD63 PSMA CD63 PSMA CD63 PSMA

Marka RNS Uni [miR | Uni | miR | Uni | miR | Uni | miR| Uni [ miR | Uni | miR | Uni | miR | Uni | miR
5 Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375 | Sp6 | -375

V'dél“_‘ konc. 6032 | 346 | 5705 | 43 | 6331 | 113 | 6769 | 29 | 6731 | 579 | 7315 | 18 | 6470 | 32 | 7776 | 09

(kopijas/pL)
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4. DISKUSIJA

4.1. EV produceésana bioreaktora

Tika noverots, ka LNCaP Stinu kultiira dobo Skiedru bioreaktora veidoja blivus mezglveida
saaugumus starp kapilariem, kas bija noturigi p€c AGR. Autori, kas savos darbos apraksta cilvéka
embrionalo nieru §tinu HEK293 (Yoo K. et al., 2018), zultsvadu epitélija karcinomas HUCCA-1
(Weeraphan C. et al., 2012) un cilvéka aknu véza Stinu HepG2 (Wen Y. et al., 2011) kulttru
izmantosanu dobo Skiedru bioreaktora, nepiemin ipasus $tinu morfologijas novérojumus. Parasti
tas aug vienmérigi uz $kiedru virsmas. Lidzigi mezglveida agregati misu laboratorija tika novéroti
ar1 citam PV Imijam — VCaP (rezultati autores kursa darba, 2020) un PC3 (Sobrid notiekoSs
eksperiments, nepublic@ti rezultati), tacu abos gadijumos tie nebija tik blivi un AGR veikSana ik
reizi izskaloja no EKT ievérojamu $tinu masu. Parasti AGR protokols izskalo lielu dalu $tinu no
EKT, tada veida kontrolgjot Sinu daudzumu kartridza. Pateicoties Siem blivajiem Siinu
saaugumiem, radas iesp&ja veikt AGR protokolu katru dienu, kas netiek darits audzgjot citas Siinu
linijas $aja bioreaktora. Sada pieeja tika izvéléta, jo sakotngji izmantotais LGR protokols sniedza
salidzinos8i zemu EV iznakumu, savukart, papildinot to ar AGR, tika sasniegts daudzkartigs EV
iznakuma pieaugums, kas redzams 7. attela.

Japiemin, ka tika noveérots ari loti ievérojams EV dalinu koncentracijas pret proteinu
koncentraciju attiecibas pieaugums salidzinajuma ar iepriek§ misu laboratorija sasniegtajiem
rezultatiem flasku kultiras (7.B.att€ls), kas, saskana ar literatiiru, liecina par augstaku EV tiribu
(Webber J., Clayton A., 2013). Sie rezultati norada, ka EV producé$ana bioreaktora nodrogina
vienam $§unam. V&l jaatzimg, ka bioreaktora gadijuma EVs tiek producétas fiziologiskos $tnu
kultiras apstaklos bez Sinu paklauSanas stresam atSkirtba no EVs producéSanas flasku
(kultivésanas rutina tiek strauji izmainita Stnu kultiiras vide). Western blot analizé salidzinot
bioreaktora LNCaP Stnu, EV un barotné sekretéto proteinu daudzumu (8.A.att€ls), ir domajams,
ka zemais kalneksina Iimenis EV frakcija liecina, ka tas ir tiras no $tinu atlieckam un apoptotiskajiem
kermeniSiem (pateicoties zemajam $iinu stresa Iimenim).

Neraugoties uz to, ka $aja darba aprakstita LNCaP bioreaktora kultiiras dinamika, ka art miisu
laboratorijas pieredze ar citu PV Iiniju kultivéSanu bioreaktora apstaklos, liecina, ka PV Iiniju
stabilu bioreaktora kultiiru iegiiSana ir ilgstoSaka un komplic€taka, neka vairumam citu $iinu, péc

pilnigas EKT kolonizacijas sasniegSanas (>1g/diena glikozes patérins) dobo Skiedru reaktors klaist
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par ilglaicigu un stabilu augstas tiribas un koncentracijas EV avotu, apmierinot turpmako
eksperimentu vajadzibas péc PV EV standartiem. Jateic, ka nevar paredzet identisku EV razas
dinamiku no visam $iinu kultiram, jo kultivéSanas un razas vaksanas apstaklus nakas tam pielagot,
ka tas bija LNCaP gadijuma ar cirkul&josas barotnes tilpumu un razas ievaksanas protokolu. Miisu
laboratorijas pieredze rada, ka pat tris PV Stinu Iiniju starpa (VCaP, LNCaP, PC3) katras sekmigai

uzturéSanai nepiecieSama individuala pieeja.

4.2. Ar antivielam konjugéto MNP konstruktu raksturosana

Ta ka $1 darba fokusa ir EV imunoizoléSanas princips, tad bija svarigi veikt darba ietvaros
konstruéto imunoizoléSanas reagentu — Ab-MNP — padzilinatu raksturo$anu ne vien, lai noteiktu
to koncentracijas un raksturotu MNP virsmas piesatinagjumu ar antivielu, bet ari, lai atrastu
optimalo antivielas piesatinajumu efektivai EV piesaistei. Ka redzams 9.attéla, darba izmantotais
Ab-MNP konjugé$anas protokols sasniedz loti augstu konjugacijas efektivitati, jo péc ta
konstruétas MNPs ir pilniba piesaistijusas visu reakcijas vidé pieejamo antivielu. Salidzinams
rezultats tika sasniegts visos konjugacijas procesa atkartojumos.

Sada konjugacijas efektivitate ir pateicoties pielagotajam protokolam. Informacija par
individuali noteikto izmantoto antivielu izoelektrisko punktu lava pielagot konjugacijas reakcijas
vides pH. Tas nodro$inaja jonisku mijiedarbibu starp antivielam un MNPs pirms kovalentas
konjugacijas, ka rezultata antivielas piesaiste notiek funkcionala flat-on orientacija. Tas nozimé,
ka antivielas paratops nav tieSa veida pret MNP virsmu un tiek prezent€ts antigé€na epitopa
saistiSanai, tad¢jadi tiek sasniegta augstaka imunoizoléS$anas efektivitate (Montenegro J. et al.,
2013). Gluzi ka $aja konjugeSanas eksperimenta, ari citi pétnieki ir izmantojusi Sulfo-NHS
konjugésanas efektivitates paaugstinasanai (Haghighi A. et al., 2020; Ivanova A. et al., 2021).

Konjugacijas procesa raksturoSana paradija, ka ta gaita tiek zaud€tas ap 25% no sakotngji
reakcija izmantotajam MNPs. Par cik lielakie zudumi tika novéroti MNP skaloSanas un aktivésanas
solos pirms konjugacijas ar antivielu (13. tabula), tie ieviesa nelielas variacijas realaja antivielu
piesatinadjuma uz MNP virsmas. Nemot véra teju pilnigu konjugacijas efektivitati, ka art katra
individualaja konjugacijas reakcija ienesto aktiveéto MNP reali nomeérito koncentraciju, tika
aprékinats ar1 aktualais antivielu virsmas piesatinajums, kas starp konjugacijas atkartojumiem
varigja robezas no 193 Iidz 212 IgG molekulam uz katru MNP (Ab-10 MNP varianti). Sada
variacija ir loti minimala un, nemot véra sakotngjos dazada IgG virsmas piesatinajuma MNP

variantu testus, tai nevajadzetu btiski ietekmeét ar antivielam konjugéto MNP efektivitati.
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Interesanti rezultati tika iegtti salidzinot EV markieru limeni péc imunoizol&sanas pret EV
kontroli (sakotng&jam identisks, tiru EV daudzums), ar mérki noteikt EV piesaistei optimalo IgG
virsmas piesatinajumu uz MNP. Maksimala CD63-MNP konstruktu EV izoleSanas efektivitate bija
98%, kas ir ieverojami augsts rezultats (10.B.attels). Tomér jaievero, ka biitiskas atSkiribas Western
blot signala starp MNP-10, -15, -20 variantiem netika paraditas, tad€] neskita racionali izmantot
vairak antivielas, neka nepiecieSams un turpmakajos eksperimentos tika izmantoti Ab-MNP-10
konstrukti. Savukart PSMA-MNP izoléSanas efektivitate nebija tika augsta — ar augstaka IgG
piesatindgjuma MNP konstruktu (Anti-PSMA-20) tika sasniegta vien 50% efektivitate, kas
neatSkiras daudz no Anti-PSMA-5 rezultata — 48%. lesp&jams, ka iemesls Sim varétu biit EV
heterogenitate pec attiecigajiem virsmas markieriem; pielaujams, ka ne visas LNCaP EVs ir ar
augstu virsmas PSMA saturu. Kowal J. (2016) pé&tijuma no vienas dendritisko §tinu barotnes ar
diferencialo centrifugéSanu tika izdalitas vairakas EV frakcijas un Western blot analizés bija
redzama proteinu (CD63, CD9, MHC II) daudzumu atskiriba frakciju starpa. lespg&jams, ka ari
PSMA ckspresétas EVs atSkiras péc PSMA satura tajas, tatu p€c Siem rezultatiem to nevar

apgalvot.

4.3. Ar antivielam konjugéeto MNP konstruktu veiktspéjas testéeSana urina

bioparaugos

Ta ka Ab-MNPs konstruktus talak paredzéts izmantot EV izoléSanai no PV pacientu
biologiskajiem $kidrumiem, $T darba ietvaros tika testéta to sp&ja izolét EVs no urina vides. Urins
tika izvélets, jo vairakos pétijumos ir pieradits, ka tas satur PV biomarkierus — PV S$iinas,
specifiskus proteinus (piem., PSMA, mucins-1), cf-DNS, miRNS (Fujita K., Nonomura N., 2018;
Dejous C., Krishnan U., 2021). Tacu, lai veiktu Ab-MNP izolésanas efektivitates eksperimentu,
bija nepiecieSams iegiit urinu, kas nesatur EVs. Visbiezak EV-noplicinatu urinu iegiist ar
ultracentrifugacijas metodi, kas ir laikietilpiga. Kornilov R. (2018) tika izmantojis ultrafiltracijas
metodi, lai iegiitu EV-noplicinatu FBS, sasniedzot augstaku efektivitati ka ar ultracentrifugacijas
metodi. Veicot literatiiras netika konstatéts, ka kads So metodi biitu izmantojis EV-noplicinata urina
iegiSanai. Ka redzams, $aja darba iegiitie rezultati saskan ar Kornilov R. aprakstito attieciba uz
EV-noplicinatu FBS (11.att€ls) un var secinat, ka §1 varétu biit optimalaka metode EV-noplicinata
urina iegiiSanai.

Ab-MNP testi EV-noplicinata urina, kas papildinats ar definétu LNCaP EV daudzumu,
paradija, ka CD63-MNP izol&sanas efektivitate no urina vides ir nedaudz zemaka neka sakotné&jos
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testos ar LNCaP EVs PBS buferskiduma vide — 79%, tacu joprojam izol&Sana var tikt uzskatita par
loti efektivu (12.att€ls). Nespecifiskie signali EV-noplicinata urina radusies EV proteiniem
horizontali difundgjot g€la. To varétu noverst, ja nakamajos eksperimentos tiktu nemts mazaks EV
daudzums kontroles parauga, ka ar1 samazinot nemto parauga tilpumu uz katru géla bedriti (ar
augstaku urina iekoncentréSanas faktoru, ka arT nemot mazaku tilpumu MNP saistito EV lizatu).
Savukart PSMA-MNPs saistija mazak ka pusi no PSMA-pozitivajam urina EVs. Tika noverots art
sagaiditais — CD63 saturs anti-PSMA-MNPs un PSMA signals anti-CD63-MNP izolatos, jo EVs
ir dubultpozitivas péc CD63 un PSMA (tacu ne visos gadijumos). Pie tam S$ie rezultati apliecina,
ka izoletas tieck EVs, nevis brivi proteini. To, ka EVs sava starpa ir heterogénas péc abiem
markieriem, norada tas, ka anti-CD63-MNPs izolé mazak PSMA neka anti-PSMA-MNPs, ka arf,
ka anti-PSMA-MNPs izolé¢ mazak CD63 neka anti-CD63-MNPs.

Salidzinot Ab-10 MNP konstruktu ar Ab-0 MNP konstruktu, var spriest par to specifiku.
Anti-PSMA MNPs uzrada pilnigu specifiskumu, bet anti-CD63 MNPs ne (12.attels). Sads rezultats
tika iegits, jo PSMA/CD63-0 konstrukts uzrada nespecifisku signalu, bet, ka tika minéts ieprieks,
tas radies Western blot elektroforézes laika un nav saistits ar Ab-MNP specifiskumu. Sis
eksperiments ir jaatkarto, lai pilniba parliecinatos par CD63-10 MNPs specifiskumu.

Talak tika salidzinata abu antivielu MNP konstruktu imunoizol&Sanas efektivitate ar SEC
metodi PV pacientu urina paraugos. Ar imunoizoléSanu teju visur Western blot analizé tika
sasniegts parliecino$i augstaks imunoizoleéSanas meérka markiera signals neka SEC paraugos
(13.attels), liecinot par $1s metodes prieksrocibam gan totalo EV (anti-CD63), gan mazak izplatitu
to subpopulaciju (anti-PSMA) izoléSana un pacientu paraugiem. IpaSu uzmanibu piesaistija
papildus zemakas molekulmasas (~85kDa) PSMA zona, kas Seit bija redzamas tikai ar Ab-MNP
1zoleto EV paraugiem, savukart, iepriek§ miisu laboratorija novérota ari LNCaP EV paraugos.
Lidzsingjos eksperimentos miisu laboratorija PSMA Western blot analizé parsvara tika novérotas
literatiira plasak aprakstitas 100—110 kDa (glikoziléts PSMA) un ~180 kDa (PSMA dimérs) zonas.
Lidzigu par 100 kDa mazakas molekulmasas PSMA variantu novéroja Liu T. (2014), uzskatot to
par proteolitisku PSMA fragmentu. PSMA 100-110 kDa molekulmasa tiek sasniegta péc ta
glikozilacijas, kas ir nepiecieSama PSMA enzimatiskai aktivitatei. Par PSMA atbildiga mRNS
kode 750 aminoskabes garu proteinu, kura paredzama molekulmasa ir 84 kDa (O’Keefe D. et al.,
2018). Ta ka 13.attela redzama vieglaka PSMA zona ir loti tuva $ai molekulmasai, nevar tikt

1zslégts, ka ir notikusi PSMA deglikozilacija.
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4.4. RNS biomarkieru analize no PV pacientu urina imunoizoletam EVs

Viens no sastopamakajiem miRNS PV biomarkieriem ir miR-375, kas PV pacientiem
atrodams gan plazma un urina, tai skaita EV satura, kas iegiitas no Siem skidrumiem (Foj L. et al.,
2017; Endzelins E. et al., 2017). Urins var kalpot par parocigu biomarkieru avotu, jo, atSkiriba no
plazmas vai seruma, nesatur daudz proteinu, kas samazina trauc&jumus iegiito RNS biomarkieru
izol€sana. TacCu arT urinam ir minusi, pieméram, nevar tikt konstatétas attalas PV metastazes pec
prostatas audz€ja kirurgiskas iznemSanas, tadél tados gadijumos plazma vai serums biitu
informativaki biomarkieru avoti.

EVs saturoSo RNS noteikSanai tika izmantota ddPCR metode, kas ir piemérota absoliita
interes€josas sekvences kopiju skaita noteikSanai, 11dz ar ko, atSkiriba no qPCR, nav nepiecieSama
papildus normalizacija. Vispirms tika parbaudits, vai ar imunoizole$anu iegiitas EVs var tieSa veida
izmantot KDNS sintézé bez RNS izol&$anas sola. Sada pieeja izradijas ne vien piemérota RNS
satura analizei, bet arT ievérojami paaugstindja detekcijas jutibu, noveérSot ar papildus RNS
izdaliSanas soli saistitos RNS zudumus (13. tabula), Iidz ar ko tika izmantota arT turpmakaja darba
gaita. Tika sagaidits, ka urtna CD63-pozitivas EVS ir vairak ka PSMA-pozitivas EVs un tas saturés
miR-375, ko 14.tabula redzamie rezultati apstiprinaja. Ar CD63-10 MNPs izoléto EV miR-375
koncentracija bija diezgan variabla — no 3,2 Iidz 57,9 kopijam/uL, vidgja vértiba 27 kopijas/pL.
PSMA-10 MNP izoléto miR-375 koncentracija bija mazaka — no 0,9 lidz 4,3 kopijam/pL, videja
vertiba 2,5 kopijas/UL. Sis eksperiments parada, ka ar uzkonstrugtajam MNPs ir iesp&jams izol&t
velamas EV subpopulacijas no PV kliniskajiem paraugiem un tajas detektét PV asoci€tu miRNS
biomarkieri.

Nakotnes eksperimentos biitu noderigi veikt §is un SEC metodes salidzinajumu, lai
noskaidrotu, vai un cik liela méra imunoizolésana ir priekSrocigaka miRNS biomarkieru izgiiSana.
Sadus salidzino$us eksperimentus varétu veikt arT ar PV pacienu plazmu, lai noskaidrotu, vai ar
antivielam konjugétas MNPs ir sp&jigas piesaistit PV izcelsmes EVs plazmas vide, un talak tikt
izmantotas kliniski nozimigu PV miRNS biomarkieru analize. Ipasi noderigi biitu noskaidrot, vai
Sada EV imunoizoléSana un RNS biomarkieru satura analize ir sp€jiga izSkirt PV un LPH
gadijumus. ST pétijuma nakotné, papildus PSMA, tiek planots izmantot ari citus PV markierus
MNP konjugésanai — PSCA un STEAP (Saeki N. et al., 2010; Yamamoto T. et al., 2013). Ka
ieglistamais produkts varétu biit MNP maisTjums ar specifiku pret vairakiem prostatas markieriem.

Sagaidams, ka tas bus gan universalaks, gan ar augstaku PV EV specifiku, jo ir maz ticams, ka
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pilnigi visos PV gadijumos PV EVs biitu ar augstu viena konkréta markiera saturu. Turklat, ar
musu laboratorijas dati ar PV $tnu Iiniju EVs liecina, ka ne visas PV vezikulas ir PSMA-pozitivas.

Stuopelyte K. (2016) pétijuma tika salidzinati PV asociétu miRNS limeni tris grupas — PV
pacientos, LPH pacientos un veselos pacientos. Salidzinot pret LPH un veselu pacientu grupam,
miR-148a un miR-375 daudzumi urina tika identificeti ka specifiski PV biomarkieri. Ja rezultati
paraditu, ka EV imunoizoléSanas metodes iegtitas miRNS lauj ne tikai identificét slimu cilvéku no
pilniba vesela, bet art atSkirt LPH gadijumus no PV, tad $adi rezultati lautu izstradat precizakus
miRNS testus PV diagnosticg$anai. Sadu jautajumu varétu adresét turpmakajos $1 darba pétijuma

projekta ietvaros.
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S. SECINAJUMI

1. Dobo $kiedru bioreaktors lava no LNCaP linijas iegiit augstas tiribas un koncentracijas
PSMA-pozitivas EVs liela apjoma, kas nepiecieSams ar antivielam konjugéto MNP konstruktu
testéSanai;

2. Pateicoties pielagotajam Ab-MNP konjugéSanas protokolam, tika sasniegta loti augsta
antivielu un MNP kojugacijas efektivitate. antivielas ar MNPs tika konjugetas loti augsta
efektivitate;

3. Netika nov@rotas butiskas atSkiribas EV izoleSanas efektivitate starp tris augstakajiem IgG
piesatinadjumiem un MNP virsmas (Ab-MNP -10, -15, -20), tad€] turamakaja darba tika izmantots
Ab-MNP-10;

4. Ar ultrafiltracijas metodi ir iesp&jams ieglt augstas tiribas EV-noplicinatu urinu;

5. CD63-MNPs un PSMA-MNPs spgj piesaistit LNCaP EVs urina vidé ar 79% (CD-63-
MNP) un 41% (PSMA-MNP) efektivitati,

6. Papildus RNS izdaliSanas sola neieklausana EV RNS satura ddPCR raksturoSanas
darbpliisma atlava sasniegt augstaku detekcijas jutibu;

7. CD63 un PSMA saturos$as PV pacientu urina EV subpopulacijas efektivak tiek izol€tas ar
uz tam meérketam Ab-MNP neka ar SEC metodi;

8. Ar CD63-MNPs un PSMA-MNPs var izolét EVs no PV pacientu paraugiem un tajas
detektét miR-375.
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