Optimalizacia izolacie exozomalnej miRNA z ludskej plazmy
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Onkologické ochorenia  si komplexné,
systémové, genetické  ochorenia,  prigom
maligna transformécia bunky jevi pRovy
proces  spojeny s akumuldciou mnechych —
molekuldrnych zmien, S A

Exozdmy sl membranou obalené ‘
extracelularne  vezikuly  (EV), kloré  sd
produk & vacsinou eukaryotickych buniek.
Exozdmy hraji doleitd dlohu v kemunikacil
medzi bunkami tym, Ze nesd svo] obsah
vrdtane proteinov, metabolitoy, RNA (MRNA,
miRNA, dihé nekddujice RNA), DNA (mDNA,
=sDNA, dsDNA) alipidov  (Obr. 1), Prave

miRNA  (Obr.  2) zo  skupiny  malych Dbr.i.TvurFla]exozémov

nekédujicich  RNA  predstavujd  sfubny
biomarker v diagnostike ako &) lieche
onkologickych ochoreni, Je zname, Ze
deregulacia expresie roznych typov miRNA je
priamo  spojend  so  vznikom &  wyvojom
mnohyeh nadorovyeh  ochorenl Neinvazivna
detekcia cirkulujicich exozomalnych miRNA & _
sledovanie ich expresie maZe poskytnit cenné

informacie v diagnostike, v uréeni prognozy = l

achorenia ako aj v predikcii k cielengj lietbe \;lﬂzm:j AR
onkologickjch pacientov. Napriek tomu sa X

expzomdlng miRMA  zatial ako biomarker e ]
nevyuziva, pretofe sa vkrvinachadzaji aj
volne cirkulujuce miRNA ana hlading oboch
typov maZu mat vplyv tied razne

environmentdlne faktory, preto Je zakladny \—.._"im::)
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Masim ciefom bole optimalizovat izoldciu l
exozomalne] miRNA zo vzoriek [udskej plazmy wwswuu mANA
ametddou  absolitne]  kvantifikdcie na l

platforme RT-qgPCR  stanovit wybrané  typy

miRNA v zdravych a chorych jedincoch. . —_—

Obr. 2. Tvorba miRNA [2]
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Material a metédy Vysledky a diskusia

Vzorky: Na izoldciu miRNA sme vyuZivall periférnu krv od
dobrovolnikov  odoberani do  skimaviek BD Vacutainer®
s pridavkom EDTA proti zrdZaniu krvi. Poodobrati sa krv
nechala staf pri laboratrnej teplote 30 mindt. Nasledovala
centrifugacia pri 300 g/ 4 °C/ 10 min na oddelenie plazmy od
krviniek. Plazmu sme prepipetovali do istych skimaviek
a centrifugovali pri 5000 g/ 4 *C/ 20 min na sedimentovanie
dostitiek a apoptickych teliesok. Opétovne sme plazmu
prepipetovali do gistych skumaviek a centrifugovali pri 16000
g/ 4 °C/ 30 min na sedimentovanie vacsich extracelularnych
vezikil, Odobraty supernatant sme rozdelili na alikvaty po 500
pl & uskladnili na -80 °C do daldieho pouZitia.

lzoldcia exozémov: Na izoldciu exozémov sme vyuZili Exc-
spin™ Exasome Kit (Cell Guidance Systems) a postupovali
podla priloZzeného postupu.  V pripade, ak sme v dalsom
postupe potrebovali pelet exozomdy, ziskany eludt z kitu sme
prezrazavali s 10 % PEG8000a1 M NaCl pri 0 °C cez noc,
nasledne sme suspenziu centrifugovali pri 200009/ 4 °C/ 30
min a pelety uchovali pri -80 °C.

Izoldcia miRNA: Pred izolaciou miRNA sme k vzorkam plazmy
pridali exogénnu kontrolu synteticke] ath-miR-159 v mnoZstve
1 pmol. Na izolaciu miRNA z exozémov ziskanych z Exo-spin™
Exosome Kit sme pouZili PureLink™ miRNA Isolation Kit
(Invitrogen). Alternativne sme exozomalnu miRNA izolovali
priamo z plazmy pomocou Plasma/Serum Exosome
Purification and RNA Isolation Mini Kit (Norgen). Ziskanym
vzorkdm miRMA sme stanovili koncentrdciu pouzitim Qubit™
microRNA Assay Kit (ThermoFisher Scientific) a uskladnili
sme ich na -80 °C do dalsieho pouZitia.

Prepis do cDNA: Na prepis miRNA do cDNA sme pouZili
TagMan™ Advanced miRNA Assays (ThermoFisher Scientific).
K vzorkam sme pred prepisom pridali druhu exogénnu kontrolu
cel-miR-39 a postupovali sme podla prilozeného protokalu,
ktory zahffia polyadenylaciu, ligéciu adaptérov, reverzni
transkripciu a predamplifikaciu miRNA. Ziskané vzorky sme
uskladnili na -20 °C do dal$ieho pouzitia.

Real-time gPCR: Pri absolitne] kvantifikacii exozomalneg]
miRNA real-time PCR sme vyuZili TagMan™ Advanced miRNA
Assays (ThermoFisher Scientific) na pristroji Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System. Vzorky sme po
predamplifikacii nariedili najskar 10x (na nariedenie inhibitorov
reakcie) apotom sme vzorku nariedili 30x a90x, akaida
vzorka bola analyzovana v triplikatoch.
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Plazmu dobrovolnikov sme spracovali dvoma sposobmi. V prvom pripade sme najskér izolovali
exozomy a nasledne sme izolovall miRNA, v druhom pripade s0 oba kroky zahruté v jednom
izolaénom sete. V takto ziskanych vzorkdch sme stanovili koncentraciu miRNA na 0,1 - 0,2 ng/
pl, pricom pedla dostupnych informacii celkové mnoZstvo malych RMA  izolovanych
z exozdmov predstavuje 6 — 12 ng, éomu zodpovedajl aj nase vysledky. Na verifikaciu zistenia,
€i izolacia a prepis prebehli spravne, sme vyuZili absolitnu kvantifikaciu pomocou RT-gPCR.
Vzdy sme porovndvali vzorku zdravého dobrovolnika s pacientom, pricom vzorky boli
spracované rovnakym sposobom. Ma obr. 3 mdzeme vidiet, Ze pri porovnani exogénnych
kontrol zdravého a pacienta nie je badat rozdiely vct hodnotdch, preto predpokladame, ze
izolacia aj prepis do cDNA s predamplifikaciou prebehli spravne.
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Obr. 3. Analyza vzoriek pouzitim RT-gPCR. A} Zdravy jedinec, B) Pacient. V oboch pripadoch pouzité
exogénne kontroly pred izolaciou a prepisom do cDNA a testovacia hsa-miR-21.

Mnoho $tudil popisuje diagnosticky potencial hsa-miR-21 v spojitosti s réznymi ochoreniami,
preto sme sa rozhodli hsa-miR-21 pri absoldtnej kvantifikacii pri porovnavani medzi zdravym
jedincom a pacientom (Tab. 1), vysledky vSak nepreukazali Statisticky vyznamné rozdiely.
Napriek nejednoznacénym vysledkom vieme podla Géinnosti RT-qPCR (97 - 103 %) uréif, ze
metoda je nastavena spravne a zmeny je potrebné urobif v inych krokoch, okrem iného bude
dblezité stanovenie endogénnych kontrol, na zéklade ktorych sa bude dat vyhodnotit aj
pripadna zmena v expresii miRNA spojenych s onkologickymi ochoreniami.

Tab. 1. Porovnanie et hodnétpri absolitnej kvantifikicii miRNA zréznych druhov vzoriek. Pre
zjednodusenie tabulky uvadzame len riedenie 30x.
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HIENA fi

Podarilo sa nam izolovat exozomalnu miRNA zvolenymi postupmi, napriek tomu su doteraz
ziskané data z absolitne] kvantifikdcie miRNA nejednoznacéné, preto sa do budicnosti
zameriame nielen na optimalizéciu predamplifikécie a zniZenia koncentracie inhibitorov RT-
qPCR ale aj odhalenie endogénnych kontrol, ktoré by mali sldzif pri relativne] kvantifikacii
miRNA spojenych s onkologickymi ochoreniami.



