Streszczenie

Nowotwory prostaty sg obecnie drugim najczesciej wystepujacym typem nowotworu
wsrod mezczyzn na Swiecie. Jednym z najwiekszych wyzwan jest wtasciwa diagnostyka
i stratyfikacja ryzyka, poniewaz obecnie stosowane metody, oparte na badaniu poziomu PSA
nie dajg zadowalajgcych wynikéw. Pecherzyki zewngtrzkomérkowe (ang. Extracellular
Vesicles - EVs) to btoniaste pecherzyki wielkosci nanometréw, uwalniane przez wszystkie
typy komorek. Jedng z ich najciekawszych cech jest zdolno$¢ przenoszenia réinej klasy
czasteczek (biatka, DNA, RNA, metabolity, lipidy). Poniewaz udowodniono, ze tadunek
zawarty wewnatrz EVs moze by¢ z powodzeniem analizowany pomimo ich niewielkiego
rozmiaru, sg one potencjalnie interesujgcym materiatem do diagnostyki nowotworéw
prostaty.

Celem niniejszej pracy byto porédwnanie wybranych metod oczyszczania matych
pecherzykéw zewngtrzkomérkowych (ang. Small Extracellular Vesicles — sEVs) z surowicy
i moczu pacjentéw z zdiagnozowanymi nowotworami prostaty, w celu doboru metody
do dalszych badan nad diagnostycznym potencjatem tych czgsteczek. Kolejnym celem byta
analiza markeréw powierzchniowych i profilu miRNA sredniej wielkosci EVs (ang. Medium-
sized Extracellular Vesicles - mEV) pod katem mozliwosci rozréznienia pacjentéow
zaklasyfikowanych do aktywnego nadzoru od pacjentéw nie kwalifikujgcych sie do
aktywnego nadzoru, ze wzgledu na zbyt agresywng charakterystyke nowotworu na
podstawie uzyskanego w skali Gleasona wyniku analiz histopatologicznych.

Do badania wifgczono 39 pacjentéw z nowotworami prostaty. Sposrdéd nich
15 pacjentéow zakwalifikowano do badania dotyczgcego pordwnania metod oczyszczania
sEVs, a 24 pacjentéw wigczono do analizy potencjatu diagnostycznego pochodzacych z
osocza mEVs do oceny ryzyka w strategii aktywnego nadzoru. W ramach poréwnania metod
oczyszczania SEV przenalizowano nastepujace metody: wytrgcanie, chromatografie
wykluczania rozmiaru i separacje immunomagnetyczng. W celu analizy potencjatu
diagnostycznego mEVs do stratyfikacji ryzyka agresywnosci nowotwordéw prostaty,
przeprowadzono analize markeréw powierzchniowych za pomocg nano-cytometrii
przeptywowej oraz sprawdzono profil miRNA mEVs.

Surowica krwi obwodowej i mocz pacjentdw z rakiem prostaty przy uzyciu

odpowiednich metod oczyszczania mogg stanowi¢ tatwo dostepne zrédta pecherzykéw sEVs.



Porownywane metody oczyszczania sEVs: wytrgcanie, chromatografia wykluczania rozmiaru
i separacja immunomagnetyczna w rézny sposéb wptywaja na wielkos¢ SEVs,
zanieczyszczenie biatkami i obecnos$é tetraspanin. Chromatografia wykluczania rozmiaru daje
najlepsze wyniki w przypadku zanieczyszczen biatkowego, zaréwno z surowicy krwi
obwodowej, jak i moczu w poréwnaniu z innymi metodami. Precypitacja nie jest optymalng
metodg oczyszczania sEVs z surowicy krwi obwodowej, poniewaz znacznie zwieksza rozmiar
uzyskiwanych sEVs oraz skutkuje najwyzszym stezeniem zanieczyszczen biatkowych w
porownaniu z innymi metodami. Przy doborze metody oczyszczania sEVs nalezy kierowac sie
wybranym zrédtem pecherzykdw sEVs oraz dalszymi planowanymi analizami. Osocze krwi
obwodowe] pacjentéw z rakiem prostaty moze by¢ Zrédtem pecherzykéw mEVs PSMA+
wydzielanych przez komoérki gruczotu krokowego, do dalszych celéw badawczych.
Cytometryczna analiza nanoFlow markeréw powierzchniowych mEVs w osoczu krwi
obwodowe] i profilowanie miRNA zapewnia nowag, potencjalnie lepszg, nieinwazyjng
alternatywe dla pomiaréw PSA w celu stratyfikacji ryzyka progresji raka prostaty podczas
aktywnego nadzoru. Wsrdd analizowanych  potencjalnych  markeréw  stosunek
PSMA+/PSMA+CD9+ oraz zwiekszona zawartos¢ miR-99a-5p, miR-125b-5p, miR-145-5p
i miR365a-3p daty najbardziej obiecujgce wyniki, ktére wymagaja potwierdzenia na wiekszej

grupie pacjentéw.



