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Abstrakt

Prostatacancer ar den vanligaste cancerrelaterade dodsorsaken bland mén i Sverige. Diagnostiserings-
metoderna som anvands leder ofta till 6ver- samt underdiagnostisering av prostatacancer vilket leder
till 6ver- samt underbehandling av patienter. Sdkrare diagnostik krdver markérer i den normala
prostatavidvnaden, bredvid tumoren, som i tidig tumorutveckling kan urskilja farlig fran ofarlig
prostatacancer. Syftet var att undersoka om exosomer fran prostatatumorer i ratta, Dunning G (G) och
MatLyLu (MLL), paverkade viabilitet, genexpression samt cytokinutsondring i normalt prostataepitel
odlade in vitro som prostataorganoider. Dessa odlas i definierat medium med G-exosomer, MLL-
exosomer eller fosfatbuffrad saltlésning (PBS), som kontroll, vilket erhéller en representativ modell for
att studera hur normalt prostataepitel paverkas av tumorexosomer. Viabiliteten studeras med CellTiter-
Glo, genuttrycket med qRT-PCR och cytokinutsondringen med Cytokine array. Organoider, till skillnad
fran 2D-kulturer, anvinds for att de battre efterliknar epitelets kortelstruktur in vivo. Forsoket skulle
kunna utféras in vivo, men med odling av organoider in vitro reduceras antalet forsoksdjur. Darfor ar
prostataorganoider en utmarkt modell for studiens andamal. Fortsatt forskning behovs for att forsta hur
exosomer fran tumorer paverkar normalt prostataepitel. Konklusionen var att paverkan péa viabilitet,
genuttryck samt cytokinutsondring fran prostatatumorers exosomer fran ratta, G och MLL, bor gé att

studera med cellodling, qRT-PCR samt Cytokine array.



Introduktion

Prostatan

Prostatan ar en valnotsstor kortel (1) som ar lokaliserad under urinblasan och omger 6versta delen av
urinréret (2). Den delas in i perifera zonen, centrala zonen samt 6vergdngszonen som alla ar histologiskt
atskilda (1). Vid embryogenesen stimuleras bildandet av prostatan genom uttryck av tillvaxtfaktorn
testosteron. Prostatan fortsitter vixa tills den nér sin fullvuxna storlek under puberteten (3). Normalt
prostataepitel bestar av de tre epitelcellstyperna luminala, basala samt sillsynta neuroendokrina celler
(4). Basalcellerna sitter narmast basalcellsmembranet med de luminala samt neuroendokrina cellerna
innanfor (3). Epitelet omges av glatt muskulatur samt stroma som bland annat innehéller fibroblaster,
blodkarl, nerver, immunceller och lymfkérl. Stromat och epitelet kan dven kommunicera med varandra
genom parakrin-signalering (3). En viktig funktion prostatan har &r att producera prostataviatska som

tillsammans med sperma samt vitska fran sidesbldsorna bildar mins ejakulat (5).

Prostatacancer

Prostatacancer ar den vanligaste cancerformen i Sverige med en incidens pé fler dn tiotusen nya fall per
ar samt med en prevalens pé ungefar 120 000 fall. Ungefar 20% av alla mén diagnosticeras nigon géng
under livet med sjukdomen, dir de flesta insjuknar efter 50 ars &lder. Bland mén ar sjukdomen den mest
frekventa cancerrelaterade dodsorsaken i Sverige dar ungefar 2 400 mén avlider per ar (6). Vid
utvecklad adenokarcinom ar basalcellerna helt frinvarande i cancervavnaden (4). Prostatacancer i tidigt
stadium ger ofta inga symptom. De symptom som uppkommer vid mer framskriden cancer ar

exempelvis urineringsbesvir, viktnedgang samt smarta i backen eller skelett (6).

Diagnostiseringsmetoder for prostatacancer

Prostatacancer diagnostiseras genom prostataspecifikt antigen (PSA)-prov foljt av palpering av
prostatan. Vid exempelvis forhojda PSA-nivaer och/eller misstanke om tumor vid palpering anvands
transrektalt ultraljud (TRUL) for att ta prostatabiopsier. Biopsierna undersoks morfologiskt samt
histopatologiskt. PSA produceras normalt i prostata och nivin mits i blodet. Vid prostatacancer ckar
dessa nivaer i blodet till foljd av ett 6kat ldckage. Forhojda PSA-nivier ses dven vid andra tillstind som
exempelvis godartad prostataforstoring samt inflammation i prostatan vilket kan ge falsk positiv
indikation pa prostatacancer. De forhdjda vardena ses dven vid ofarlig prostatacancer, en cancerform
som inte leder till allvarliga symptom men kan leda till en diagnos och att patienten eventuellt blir
behandlad i onédan (6).

For att finna en eventuell tumér tas 10—12 systematiska nilbiopsier som ska ge en representativ bild
utav prostatan (6). Tyvérr finns det en risk att en tumor eller en mer aggressiv sektion av cancervavnad
missas dé det ar ett sé litet provmaterial som avlagsnas (7). Biopsierna studeras morfologiskt samt
immunohistokemiskt (IHC) for att skilja cancervidvnad frdn normalt prostataepitel. Vanliga THC-
fargningar dr antikroppar mot basalcellsmarkérer som &r positiva i benign prostata och negativa i
cancer. Exempel pé basalcellsmarkorer ar hogmolekylart keratin, cytokeratin 5 samt p63 som darefter

alltid korreleras mot vanlig morfologi i hematoxylin-eosin-fargade snitt (6).



Globalt anvinds Gleasonsystemet for bedémning av tumor i biopsi. Biopsierna graderas enligt en 5-
gradig skala utefter cellernas differentieringsgrad. Lag grad betyder att cellerna mer liknar normal
vavnad medan hog Gleasongrad pavisar 1agt differentierade cancerceller. Graderingarna av den mest
frekventa Gleasongraden samt den hogsta aterstiende Gleasongraden i biopsierna adderas ihop och
bildar Gleasonsumma. For att underlitta i patientkontakten har International Society of Urological
Pathology (ISUP)-graderingen utformats. Gleasonsummorna delas in i prognostiskt relevanta grupper
dér varje grupp omvandlats till en ISUP-grad. ISUP-grad 1 anger bést prognos och ISUP-grad 5 anger

sdmst prognos med Gleasonsumma <6 respektive 9—10 (6).

Tumor, Node, Metastasis (TNM)-systemet beskriver cancersjukdomars utbredning i kroppen dar varje
cancertyp har en specifik gradering. T motsvarar tumérens lokala utbredning och bedoms for prostata-
cancer genom palpering, TRUL samt bedomning av biopsier. N avser spridning till lokala lymfknutor
och utreds med exempelvis magnetresonanstomografi (MRT). M avser fjirrmetastasering till andra
organ genom blod- eller lymfsystemet, diar vanligaste organet ar skelettet. Metastaserna ar sklerotiska

vilket orsakar bennybildning som utreds med skelettskintigrafi alternativt MRT (6).

Beddmning av prostatacancer och behandling

Gleasonsumma, PSA-niva samt TNM-gradering anvinds tillsammans for att prediktera patientens
prognos samt val av eventuell behandling. Patienter utan pavisad metastasering delas in i riskgrupper
beroende pa den uppskattade risken for metastasering. De fyra riskgrupperna ar mycket lag risk, 6vrig
l&grisk, mellanrisk samt hogrisk. Vid lagriskcancer behandlas oftast inte patienterna utan kontrolleras
for att se om cancern hélls i schack eller borjar utvecklas, vid vilket behandling sitts in. Vid hogre cancer-
risk kan exempelvis stralbehandling, radikal prostatektomi samt hormonbehandling anviandas (6).
Négra vanliga biverkningar av dessa metoder ar urinldckage, tomningsbesvér, erektionsbesvar, dnd-
tarmslackage samt eventuell smérta som grundar sig i prostatans lokalisation samt hoga innervation (2,
6). Tyvarr ar dessa ovanstdende metoder idag otillrackliga verktyg for att forutsdga om tumoren kommer

vaxa snabbt och kridva behandling eller om den &r si ldngsamtvixande att den kan ldmnas utan atgéard

(6).

Neoplastisk vavnad modifierar omgivande normal vavnad

Flera studier visar att normalt prostataepitel samt stroma forandras mikroskopiskt samt molekylart till
foljd av en cancertumor som &r lokaliserad i en annan del av prostatan (7-11). Denna icke-maligna
vavnad kallas Tumor Instructed/Indicating Normal Tissue (TINT) eftersom vidvnaden morfologiskt ser
normal ut, men kan pavisas ha sma foérdndringar utan att vara i direkt kontakt med cancervavnaden (8).
Forandringarna i TINT har varit mer uttalad och/eller annorlunda om tumoren ar aggressiv jamfort

med en mer ofarlig form (12).

Om TINT-forandringar battre kan karakteriseras kan de anvindas inom diagnostisering och prognos-
tisering av prostatacancer. D4 normal prostatavivnad finns med i biopsier skulle fordndringar i den
normala vivnaden kunna anvéindas for att indikera en narliggande tumor och dven kunna bista med

information om tumorens aggressivitet.



Studier har visat att de inducerade férandringarna i TINT sker p& genniva och verkar gynna tillvixt samt
spridning av tumodren genom bland annat 6kad proliferation, celloverlevnad, inflammation samt
angiogenes. Det har dven visats att genexpressionsprofilerna i TINT skiljer sig &t beroende pa om
tumoren Ar mer aggressiv och metastaserande jaimfort med om tumoren ir icke-metastaserande. Aven

regionala lymfkortlar har pavisats bli omprogrammerade innan metastasering sker (9).

Hur kan tumoren inducera forandringar i TINT?

Det ar inte kant pa vilket satt tumoren inducerar forandringarna i den normala prostatavivnaden, men
det ar troligt att det sker via utsondring av signalmolekyler (7). Celler utsondrar vesiklar till den extra-
celluldra miljon och de kan ta sig till blodet. P4 si sétt sprids vesiklarna till andra delar av kroppen vilket
tyder pd att de anvinds vid bland annat cell-cell-kommunikation (13). Exempel pé vesiklar ar exosomer
som ar endosomala membranomslutna vesiklar (14) pad nirmare 30—150 nm i storlek (15). Exosomer
innehéller information i form av proteiner, lipider samt nukleinsyra som kan reglera genuttryck i

malcellen vilket kan dndra cellens beteende (15).

Tumoérer har pavisats utsondra exosomer innehallande bland annat immunosuppressiva molekyler,
tumorassocierade antigen samt major histocompatibility complex (MHC) vilket leder till en anti-
tumorrespons hos immunceller (15). Studier har visat att injektion av exosomer fran aggressiva
metastaserande MatLyLu-tumorer i prostatan pé rattor fordndrar den normala prostatavdvnaden.
Denna forandring gjorde att en ldngsamtviaxande och icke-metastaserande Dunning G-tumor vixte
betydligt snabbare. Det ségs dven att de injicerade exosomerna gav en 6kad infiltrering utav makrofager
i prostatan samt att det normala epitelet fick 6kad proliferation. Tumérexosomerna inducerade dven
forandringar i genuttryck i monocyter samt fibroblaster in vitro som bada kan kopplas till en mer

tumorstimulerande fenotyp (12).

Genexpression i TINT

Studier av den globala genexpressionen visar att flera hundra gener skiljer sig signifikant mellan TINT
och kontrollvivnad (7). Exempel pa gener som har ett minskat uttryck i epitelceller i TINT &r
Microseminoprotein-beta (Msmb) (7, 10) och Nkx3.1 (9). Nagra gener som har ett okat uttryck ar
Cystein-rich angiogenic inducer 61 (Cyr61) (7), CCAAT enhancer binding protein 3 (Cebpb) (7, 11) och
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 1 (Hmgcsl) (16).

Luminala epitelceller i prostatan producerar MSMB (10) som tillsammans med PSA samt prostatic acid
phosphatase &r ett av prostatans mest utséndrade protein. Studier visar att uttrycket av MSMB ar ldagre
i cancervivnad jamfort med normal prostatavdvnad samt att uttrycket i tumoren minskar ytterligare i
mer avancerad prostatacancer (17). MSMB-nivaerna minskar dven i blod samt urin hos patienter med
prostatacancer (10, 17). Nedgangen har dven konstaterats i TINT diar minskningen ar mest uttalad

narmast tumoren (10).

Den prostataspecifika transkriptionsfaktorn NKX3.1 (18) reglerar prostataepitelets differentiering (9).
Proteinet har ett minskat uttryck i prostatacancerceller pé grund av exempelvis deletion av genen. Den
laga nivan korrelerar till tumorprogression samt metastasering (18), dessutom har NKX3.1 visats ha ett

minskat uttryck dven i TINT (9).



Proteinet CYR61 utsondras till extracellular matrix (ECM) och ar involverat i bland annat celladhesion,
kemotaxis av fibroblaster samt angiogenes (19). I prostata uttrycks CYR61-genen framférallt av
epitelcellerna som utsondrar CYR61 till ECM, men proteinet kan dven péavisas i stromat (20). Studier
har visat att uttrycket av CYR61 uppregleras i prostatacancervivnad samt TINT jamfort med normal

prostatavavnad dar det 6kade uttrycket kan korreleras till en mer aggressiv tumor (7, 21).

I prostatatumorer ar ett hogt uttryck av transkriptionsfaktorn C/EBPf associerat med béde hog
Gleasonsumma och proliferation samt en dalig prognos (11, 22). Daremot ar ett hogt uttryck av proteinet
i TINT associerat med en béttre prognos. Varfor C/EBP verkar ha olika funktioner i tumorer jamfort
med i TINT ar inte kidnt, men skulle kunna vara kopplad till olika inflammationssvar. Det 6kade
uttrycket av C/EBPP i TINT har kunnat relateras till prostatatumérens storlek, aggressivitet samt

avstandet till sjalva tumoren (11).

Enzymet HMGCS1 ingér i kolesterolsyntesen samt lipidmetabolismen. En konstaterad association finns
mellan prostatacancer och lipidmetabolismen. HMGCS1 har visats vara uppreglerad i stroma vid sam-
kultur med prostatacancerceller vilket fraimjar tumortillvixten genom parakrin-kommunikation (16).
Vid injektion av exosomer i prostata hos rattor 6kade uttrycket av HMGCSL! vilket tyder pa att tumor-

exosomer kan inducera uttrycket av HMGCS! i normal prostatavidvnad (personlig kommunikation).

Det nukleira proteinet Ki-67 uttrycks i cellcykeln och anviands som en proliferationsmarkor (23) vid
exempelvis utvardering utav malign tumorvavnad i forhallande till normal vavnad (24). Studier har visat
att ett hogt uttryck utav Ki-67 i prostatatumorer tyder pd en mer aggressiv cancer samt simre prognos

(25, 26). Studier visar dven att det forekommer en 6kad proliferation i TINT (12).

Inflammation i TINT

Flera studier visar en 6kad inflammation i TINT med infiltration av makrofager, mastceller samt
neutrofila granulocyter (7—9). Makrofager och mastceller i TINT har dven visats stimulera tumortillvaxt
(27, 28). Cytokiner anvinds som medlare i immun- samt inflammationssvar genom exempelvis
kemotaxis. Molekylerna syntetiseras huvudsakligen av lymfocyter samt andra immunceller, men dven
av icke-hematopoetiska celler som exempelvis fibroblaster och endotelceller. Nagra cytokingrupper ar
interleukiner, tumor-nekros-faktorer, interferoner samt tillvaxtfaktorer i bland annat hematopoesen.
Cytokiner regleras mycket noggrant av exempelvis inhibitorer eftersom en f6r stor mangd kan ge svara
konsekvenser som kan ses vid septisk chock dir regleringen av dessa molekyler misslyckats. Vissa

cytokiner har dven setts stimulera tillvaxt av vissa cancertyper (29).

Prostataorganoider som modellsystem for TINT

En organoid ar en vavnadsstruktur i 3D som i sammansittningen samt funktion liknar originalorganet.
Detta sker genom att vuxna stamceller ifran viavnad viaxer under specifika definierade forhéllanden.
Tarmepitelorganoider utvecklades 2009 genom tillvaxt av stamceller frén tarm i basalcellsmembran-
substitutet Matrigel med serum-fritt medium som liknade cellens omgivning in vivo. De odlade
organoiderna utvecklade polariserade strukturer av epitel med béde kryptor samt villi vilket liknar
normalt tarmepitel. Olika protokoll for att odla kulturer av organoider har utformats, daribland frén

normalt prostataepitel frain bdde mus samt ménniska men #ven frén prostatacancermetastaser.
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Kulturerna har dessutom visats vara fenotypiskt stabila dven efter odling under lang tid samt efter
genetiska modifieringar (30). Eftersom prostataorganoider odlas av epitelceller finns ingen stroma som
kommunicerar med epitelet vilket gor att faktorer som okar stamcellernas 6verlevnad, proliferation
samt differentiering maste tillsattas mediet (4). Odling utav organoider Oppnar upp for béttre
fysiologiska cancermodeller vilket gor det lattare att genomfora forskning samt utforma behandlings-
former for olika cancerformer (30). Prostataorganoider gor det mojligt att studera de effekter som

prostatatumoren har pa normalt epitel.

Dagens diagnostiska metoder for prostatacancer ar bristfilliga da de ofta leder till bade 6ver- samt
underdiagnostisering av sjukdomen vilket i sin tur leder till lidande for patienten samt hogre kostnad
for samhéllet. Darfor vore det bra om markorer kan hittas i normal vivnad som i ett tidigt skede kan
urskilja farlig fran ofarlig prostatacancer. Det kommer dven underlétta valet av fortsatt behandling.
Syftet med studien var att undersoka om exosomer fran tva olika prostatatumoérer i ratta, Dunning G

och MatLyLu, paverkade viabilitet, genexpression samt cytokinutséndring i prostataorganoider in vitro.



Material och metoder

Framstallning av organoider samt exosomer

I denna studie anviandes prostataviavnad fran en 12 veckor gammal tumérfri Copenhagen-rétta (Charles
River, Sulzfeld, Tyskland) for att framstélla organoider. Prostatavivnaden odlades i 24-brunnsplatta i
sju dagar enligt protokoll for odling av prostataorganoider frdn mus (31). Exosomer isolerades fran
l&ngsamtvixande icke-metastaserande G-tumor (G) samt snabbvixande metastaserande MatLyLu-

tumor (MLL) varefter den totala proteinkoncentrationen maéttes enligt tidigare beskrivning (12).

Metodprincip for organoidodling

Kroppen har den perfekta miljon att kultivera alla typer av celler och det gor det darfor svart att odla
celler i kultur. Kroppen tillfér bland annat niring, O», hormoner och signalmolekyler samt avldgsnar
aven exempelvis CO: samt slaggprodukter medan celler i en kultur odlas i en behéllare med ett medium
som endast férnyas ibland. Celler som klarar att odlas in vitro behover specifika forutsittningar i form
av faktorer i mediet for att ma bra. Faktorer som ingar i mediet ar bland annat naringsamnen,
kolhydrater, aminosyror, vitaminer, joner, tillvixtfaktorer samt hormoner. De specifika faktorer som
behovs for att cellen ska ma bra samt proliferera i kroppen ersatts helt med det sammansatta mediet
(32). For att odla prostataorganoider in vitro anviands Matrigel som substitut for basalcellsmembranet
samt ECM i kroppen (30). Matrigel utvinns fran ett mus-sarkom och stédjer organoidernas 3D-tillvaxt
(30, 33). Mediet som anvénds for odling av prostataorganoider fran prostatavdavnad ar ett definierat
komplett organoidmedium utan serum. Mediet innehéller bland annat epidermal tillvixtfaktor,
benmorfogenesprotein-inhibitorn noggin samt R-spondin 1 som alla bidrar till en korrekt tillvixtmiljo
for prostata (30). For att prostatan ska utvecklas behovs dven testosteron (3) samt ROCK

kinasinhibitorn Y-27632 som 6kar cellernas celldelning samt 6kar singelcellers 6verlevnad (34).

Odling av prostataorganoider

Mediet hos prostataorganoiderna som odlats i 24-brunnsplatta i sju dagar sugs bort. Organoiderna
trypsineras med TrypLE av Thermo Fisher Scientific Inc (Invitrogen, Carlsbad, USA) och fors over till
ett falconror som inkuberas vid 37°C i 5—10 min. En liten volym satts av och cellerna riaknas med lika
delar trypanblétt i Countess™ automated cell counter av Thermo Fisher Scientific Inc (Invitrogen,
Carlsbad, USA). Trypsineringen avbryts med 20 mL ADDMEM/F12+/+/+ (97% Advanced DMEM/F-
12, 1x penicillin/streptomycin, 10 mM HEPES, 1x GlutaMax) innehéllande 5% Fetal Bovine Serum
varefter cellerna centrifugeras vid 200 g i 5 min. Supernatanten kasseras och cellerna 16ses i Matrigel
till 2 500 celler/pL. I en 24-hals platta appliceras 100 000 celler/brunn i 18 brunnar och matrigelen lats
stelna vid 37°C i 15 min. Direfter tillsitts 500 upL komplett organoidmedium (88%
AdDMEM/F12+/+/+, 2% B27, 10% R-spondinkonditionerat medium, 50 ng/mL EGF, 200 nM A83-01,
100 ng/mL Noggin, 1 nM Dihydrotestosterone, 10 uM Y-27632 dihydrochloride) innehallande 10 pg/mL
G-exosomer, 10 pg/mL MLL-exosomer eller fosfatbuffrad saltlosning (PBS), som kontroll, till sex
brunnar vardera. Plattan inkuberas vid 37°C med 5% CO-. Dag 3 byts medium och dag 6 anvinds

organoiderna for att isolera RNA samt for uppsamling av medium till Cytokine array.



Metodprincip for att mata levande celler

Antalet levande celler kan matas med CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay (Promega, Madison, USA)
genom luminiscent kvantifiering utav mangden ATP som finns vid den specifika tidpunkten matningen
utfors. Cellerna blandas med en buffert som forst gor att cellerna lyseras sa ATP frigors fran de levande
cellerna. ATP kommer déirefter reagera med O- samt Luciferin tillsammans med ett enzym och Mg2+.

Produkten blir ljus som analyseras for att ge korrelation mellan ATP och levande celler.

Cellviabilitet av prostataorganoider

Cellviabiliteten mits dag 0, 3 och 6 genom att tillsdtta 7 500 celler/brunn av samma cell-Matrigel-mix
som ovan, detta utfors i 24 brunnar i vardera 3 96-héls plattor. Nar matrigelen stelnat tillsitts 100 pL
komplett organoidmedium innehallande 10 ug/mL G-exosomer, 10 ug/mL MLL-exosomer eller PBS,
som kontroll, till &tta brunnar/platta vardera. Plattorna inkuberas p&d samma sétt som ovan. Cellmedium
byts dag 3 och antalet levande celler i organoidkulturen mats med CellTiter-Glo® 3D Cell Viability Assay
(Promega, Madison, USA) enligt tillverkarens anvisningar. Till varje brunn tillsdtts 100 uL reagens
varefter suspensionen mixas i 5 min och inkuberas i 25 min innan avldsning av luminiscens sker pa

SpectraMax.

Metodprincip for gRT-PCR

Forandring i genuttryck kan bestimmas med qRT-PCR som bestér av tre steg, forst utvinns RNA ur
proven, sedan omvandlas RNA till cDNA och darefter anvinds cDNA for att utféra qRT-PCR. Ett sitt
att isolera RNA frén cell-material ar att anvinda RNeasy Mini Kit (QIAGEN®, Hilden, Tyskland) enligt
tillverkarens instruktioner. Provet homogeniseras och cellerna lyseras med en buffert som inhiberar
RNaser vilket gor att RNAt halls intakt. Etanol tillsidtts for att ge RNA bindningsmojlighet till ett
kiselmembran. Provmaterialet passeras genom kiselmembranet som binder RNA som &r ldngre &n 200

baser. Darefter renas RNAt samt elueras med buffertsystem innehallande olika salthalter.

Metoden RT-PCR anvinder en omvénd transkriptionsreaktion foljd av vanlig PCR for att framstalla
cDNA fran mRNA. Det isolerade RNAt denatureras vilket gor att primrarnas bindningsstillen frigors s&
de kan binda in. Enzymet reverse transcriptase binder till RNA vid primrarna och syntetiserar
enstriangat cDNA. Direfter amplifieras det genererade cDNAt tillsammans med DNA-polymeras och
reverse samt forward primrar i realtids-PCR (35). Vid kvantitativ realtids PCR kan en TagMan-probe
anviandas. Proben har en fluorescent reporter som binder vid 5°-dnden och en quencher vid 3”-dnden.
Nir proben ar intakt sitter reporter samt quencher nira varandra vilket far till f6ljd att quenchern
absorberar emissionen fran reportern. Nar proben bundit till malsekvensen pa templatet klyvs den utav
DNA-polymeraset vid férlangningen av DNAt i PCR. Klyvningen gor att reporter och quencher kommer

ifrdn varandra och reportern kan avge sin fluorescens (36).

Med qRT-PCR kan amplifieringen av PCR-produkten f6ljas pa en skdarm for varje cykel genom probens
fluorescens. Detta kan sedan anvidndas bland annat for att berdkna hur mycket templat det fanns vid
start. Kurvorna som bildas ar exponentiella dar det finns ett visst troskelvirde som visar p& om det finns
templat som amplifieras eller ej. Om kurvan gar 6ver troskelvardet finns templat. Ct-virdet ar det cykel-

nummer dir kurvan passerar troskelviardet. Nar kurvan brutit troskelvardet ar den exponentiell innan
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den nar en platé-fas. Det ar endast i den exponentiella fasen som méngden templat vid start korrekt kan
beriknas (36).

For att minimera felkdllor samt korrigera prov-variation amplifieras samtidigt en housekeeping-gen for
ett cellulart protein fran vilka alla virden kan normaliseras. f-aktin ar en housekeeping-gen som ingér
i cytoskelettet och finns i hog méangd i de flesta celler vilket gor att den passar bra att anvdnda vid
analysering av prostatavdvnad (37). Vid undersokning av relativa skillnader i genuttryck mellan prover
anvinds ofta AACt-metoden. Metoden jamfor det experimentella genuttrycket med béade en kalibrator,
exempelvis ett obehandlat prov, samt en housekeeping-gen for att underséka om genuttrycket okat,
minskat eller ar oforandrat. Ekvationen som anvands ar; 2724¢t diar ACt=Ct(housekeeping-gen)-
Ct(malgen) och AACt= ACt(prov)-ACt(kalibrator) (36).

RNA-isolering och realtids-kvantitativ-PCR

Isolering av RNA fran prostataorganoider stimulerade med exosomer utfors med RNeasy Mini Kit
(QIAGEN®, Hilden, Tyskland) enligt tillverkarens instruktioner samt protokoll (31). Mediet elimineras
och 350 uL RLT-buffert med B-merkaptoetanol tillsitts varje brunn varefter proverna passeras genom
filter och slutligen elueras i 30 pL. RNase-fritt H-O. Efter eluering sétts proverna péd is och RNA-
koncentrationen mits med DS-11 FX+ (DeNovix Inc, Wilmington, USA) innan de antingen fryses vid
-80°C alternativt anvinds direkt till cDNA-syntes. Syntetisering av cDNA med en provmangd pa 1,4 ug
total-RNA/prov utférs med SuperScript™ VILO™ ¢DNA Synthesis Kit av Thermo Fisher Scientific Inc

(Invitrogen, Carlsbad, USA) enligt tillverkarens anvisningar.

Uttrycket av generna Mki67, Cebpb, Cyr61, Hmgcsl, Msmb och Nkx3.1 undersoks med qRT-PCR, dar
Actb anvinds som housekeeping-gen. Enligt tillverkarens anvisning blandas en 20 ulL-reaktion
motsvarande 35 ng cDNA med TagMan™ Gene Expression Master Mix samt TagMan Assays frén
Thermo Fisher Scientific Inc (Applied Biosystems™, Carlsbad, USA) innehéillande specifika
primer/probe-set for generna Mki67: Rno1451446_mi, Cebpb: Rnoo0824635_s1, Cyr6l:
Rnoo0580055_m1, Hmgcsl: Rn01493959_m1, Msmb: Rno0569882_m1, Nkx3.1: Rn01466010_m1,
Actb: Rn00667869_mi1. qRT-PCR utfors pd QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR System fran Thermo
Fisher Scientific Inc (Applied Biosystems™, Carlsbad, USA) och det relativa mRNA-uttrycket bestims
med AACt-metoden.

Metodprincip for Cytokine Array

Utsondring av cytokiner vid cellodling kan undersokas med Cytokine array. Nitrocellulosamembran
belagd med duplikat av negativ kontroll, referens samt 79 olika primirantikroppar pa utmairkta
omraden anviands vid Proteome Profiler Rat XL Cytokine Array (R&D Systems, Minneapolis, USA).
Exempelvis supernatant fran cellkultur eller serum inkuberas tillsammans med membranet si
eventuella cytokiner kan binda till de olika primirantikropparna. Darefter tvittas membranet for att
avlagsna icke-bundet material. Biotinylerade detektionsantikroppar inkuberas sedan tillsammans med
membranet och binder in dar respektive cytokin eventuellt bundit. Streptavidin-HRP tillsammans med
en kemiluminiscent detektionsreagens tillsitts for att producera en signal dir de eventuellt inbundna

cytokinerna finns.
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Cytokine Array

Efter organoiderna stimulerats i sex dagar samlas konditionerat medium. Mediet centrifugeras vid
2 000 g i 5 min sd eventuella celler avligsnas innan mediet alikvoteras och fryses vid -80°C infor
Cytokine Array. Detektion av 79 cytokiner utférs med Proteome Profiler Rat XL Cytokine Array (R&D
Systems, Minneapolis, USA) enligt tillverkarens anvisningar. Membranen blockas med buffert innan
konditionerat medium med G-exosomer, MLL-exosomer eller PBS tillsatts till varsitt membran som
dérefter inkuberas pa skak over natt. Darefter inkuberas membranen forst med detektionsantikroppar,
sedan med Streptavidin-HRP och direfter med kemiluminiscent detektionsreagens. Membranen
blottas med rontgenstralning och analyseras genom dataanalys av pixeldensiteten. Pixeldensiteten

anviands déarefter for att berdkna relativa skillnader i cytokinuttryck mellan de tre grupperna.

Statistik

Den statistiska skillnaden i viabilitet, genuttryck och cytokinuttryck mellan de tre grupperna organoider
stimulerade med G-exosomer, MLL-exosomer eller PBS analyseras med Kruskal-Wallis test och vid
pavisad skillnad utreds denna med Mann-Whitney U-test. Analyserna sker med SPSS version 25
alternativt med GraphPad Prism 8.

Kruskal-Wallis test ar ett icke-parametriskt test som anviands vid icke-normalférdelat material och
baseras pa rankning av materialet. Distributionen av olika grupper jamfors mellan varandra dar
Ho=finns ingen skillnad i distributionen mellan nigon av grupperna, och H;=minst en grupp har en
signifikant skillnad i distributionen ifrdn de andra. Om testet visar en signifikansnivi pa p <0,05 kan
Ho, forkastas (38).

Mann-Whitney U-test ar ett icke-parametriskt test som anvidnds vid icke-normalférdelat material.
Distributionen av tva olika grupper undersoks dir Ho=finns ingen skillnad i distributionen mellan
grupperna, och Hi=det ar en signifikant skillnad i distributionen mellan grupperna. Signifikansnivan
ligger pa p <0,05 (39). Om nagon av parametrarna ovan visar pa signifikans pa Kruskal-Wallis test
undersoks de tre grupperna tva och tva mot varandra med Mann-Whitney U-testet for att undersoka

mellan vilka grupper skillnaden foreligger.

Etiska d6vervaganden

Alla djurforsok ar godkinda av Umed regionala djurférsoksetiska ndimnd 2015-04-29 med diarie-
nummer A 42-15. For att kunna undersoka tumorer samt hur processer paverkas behovs forsok pa
manniskor eller djur utféras. De djur som anvénds i denna studie virdas av kunniga djurvardare, bor i
en bur med span samt andra rattor och har alltid tillgéng till bAde vatten samt mat. De droger samt
behandlingar djuren utsitts for har endast minimala effekter p& djurens allméntillstdnd, och vid
avlivning s6vs djuren. Antalet djur begrinsas till minsta mdjliga antal som ger statistiskt sdkerstillda

resultat.
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Diskussion

Prostataorganoider som modellsystem

I denna studie var det tankt att odla prostataepitel in vitro som prostataorganoider for att undersoka
tumorexosomers effekt pa prostataepitel. Prostataorganoider efterliknar prostatans normala
epitelstruktur och organoider ar fenotypiskt stabila, vilket ar fordelaktigt (30). Denna in vitro-metod
ger darfor en representativ bild 6ver hur prostataepitelet skulle kunna bete sig samt férandras av
tumorexosomer in vivo. En annan vanlig typ av modell som anvands ar 2D vavnadsmodellen dar celler
vaxer i ett encells-lager. 2D-modeller ar billiga och de flesta protokoll dr designade f6r denna typ av
modell. Daremot etableras inte viavnadslika cell-cell-interaktioner vid 2D-modellen som det gor vid 3D-

modellen da den ger en bittre cellulir organisering att studera (40).

Forsoken skulle dven ha kunnat utforas in vivo. For att kunna studera vilka effekter tumoérexosomerna
skulle haft pd det normala prostataepitelet in vivo skulle exosomerna behova injiceras i levande rattors
prostata. Detta skulle ge mycket bra férutséttning for experimentet da prostatan behaller en oférandrad
omgivande milj60 medan det i en in vitro-modell endast finns en tillgjord milj6 i form av definierat
medium. Studier visar att olika delar av prostatan behover kommunicera med varandra under
prostatans normala utveckling (3). For organoidmodellen skulle detta kunna betyda att viktiga
interaktioner for prostataepitelet missas. En fordel med organoidmodellen ar att endast exosomernas
direkta effekter pa epitelcellerna som ses. En in vivo-modell skulle daremot krdva manga rattor da varje
brunn i denna studie skulle behova ersittas med en levande ratta. Detta gor det mer etiskt forsvarbart

att studera organoider som utvinns av endast en ratta istillet for att manga rattor behover nyttjas.

Cellviabilitet Assay

Cellproliferation kan mitas pa manga olika sétt, i detta experiment mittes cellviabiliteten med CellTiter-
Glo. En alternativ modell 4r att anvénda cell-sparningsfarg. Antingen tas fargen upp av cellen och binder
till celluldra protein i cellen eller sd ar fargen lipofil och inkorporeras i cellens plasmamembran.
Maingden av fargen spads ut vid multipla celldelningar och kan relateras till cellproliferationen genom
analys med flodescytometri (41). Denna metod ger ett virde pa cellernas proliferation men inte specifikt

antalet levande celler, som undersoktes i denna studie.

Cytokine Array

I denna undersokning utfordes en screening for 79 olika cytokiner for att f4 en 6verblick 6ver vilka typer
av cytokiner som utsondrades da prostataepitel influerades av tumérexosomer. Cytokiner anvinds som
medlare vid bland annat inflammationssvar (29) och studier har visat att det finns en 6kad infiltration
av inflammatoriska celler i prostatan vid féorekomst av en tumor (7—9, 27, 28). Vilka cytokiner som &r
involverade i det inflammatoriska svaret i den normala vavnaden runt en prostatatumor ar inte ként och
inte heller vilka celler som utsondrar cytokinerna. Om detta var béttre klarlagt skulle profilen utav

cytokiner eventuellt kunna anvéndas for prognos samt behandling av prostatacancer.
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Studier av genuttryck

Studier har visat att genuttrycket for TINT skiljer sig fran kontrollvavnad (7). Har analyserades sex olika
gener med qRT-PCR som tidigare visat sig ha ett forandrat uttryck i TINT (7, 9—12, 16). Det undersoktes
om tumorexosomer kunde péverka uttrycket utav faktorer i prostataepitel som redan visat sig vara
forandrade i andra in vivo-studier av TINT. Om syftet diremot hade varit att undersoka alla faktorer
som fordandras i prostataorganoider stimulerade med tumorexosomer skulle metoder som analyserar

det totala genuttrycket anvints, som exempelvis microarray.

Vid microarray ar ett objektglas uppmarkt med ett stort antal kluster som var och en bestar av flera
kopior utav ssDNA. Alla kopior av ssDNA dr komplementéra till ett visst cDNA dér de olika klustren av
ssDNA brukar representera var sin gen. mRNA extraheras fran vivnaden alternativt cellerna som ska
analyseras for sitt genuttryck. Detta omvandlas sedan till cDNA, mirks med fluorescens och lats
hybridisera med sitt komplementira kluster av ssDNA p4 plattan. Beroende pa hur manga kopior av ett
cDNA det finns kommer fluorescensen bli olika stark i olika kluster vilket korrelerar till hur stort
genuttrycket ar for de olika generna som klustren representerar. Genuttrycket analyseras genom

kvantifiering utav styrkan av klustrens fluorescens (42).

Prostatacancermarkorer

I dessa forsok undersoktes om tumorexosomer kunde péverka viabilitet, genuttryck samt cytokin-
utséndring av prostataorganoider in vitro. Det skulle ge en 6kad forstielse 6ver hur TINT-forandringar
uppstar. Eventuella skillnader i genuttryck eller cytokinutsondring skulle kunna utredas vidare som nya
diagnostiska eller prognostiska markorer samt d&ven om de skulle kunna fungera som nya mélinriktade

behandlingar.

Att forsoka finna nya biomarkorer for prostatacancer forskas det om inte bara i TINT utan dven i bland
annat urin samt blod. PSA har hog sensitivitet, men 1ag specificitet vilket ar en ledande faktor till varfor
manga min Overdiagnostiseras samt 6verbehandlas gillande prostatacancer. Denna laga specificitet
kommer bland annat av att PSA okar vid prostatacancer, men dven normalt vid exempelvis forstorad
prostata eller inflammation. En biomarkor som inte tar hénsyn till dlder, prostatavolym, inflammation
eller trauma ar prostate cancer antigen 3 (PCA3). Det ar ett prostataspecifikt icke-kodande mRNA som
uttrycks i hogre grad i prostatacancerceller 4n i normal vavnad. Markoren mats i urinen och testet har
en hog specificitet samt prediktivt virde men 1ag sensitivitet (43). Desto fler markérer som hittas desto
lattare kommer det vara att skilja en aggressiv fran en ofarlig prostatacancer samt att skilja dessa fran

normal prostata utan cancer.
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Nyttan av projektet

I denna studie utreddes TINT-markorer in vitro da studier visat att det finns ett forandrat uttryck i TINT
som verkar bero pd tuméren (7—11). Det bista vore att s manga specifika markorer som mgjligt kunde
upptickas i TINT samt blod- eller urinprov eftersom en markér-panel for prostatacancer da skulle
kunna utformas. Panelen bor ge hog specificitet samt sensitivitet och samtidigt kunna forutsiga
tumorens aggressivitet samt metastatiska formaga. Om diagnostik samt prognos av prostatacancer
skulle forbattras sa skulle 6ver- och underdiagnostiseringen samt 6ver- och underbehandlingen av

prostatacancer minska vilket skulle vara battre for bade patienten och samhillet.

Det ar viktigt att identifiera markorer i TINT frén prostatabiopsier som kan pavisa en tumor dven om
biopsierna rakat missa tumoren. En undersokning av den normala vivnaden i prostatabiopsierna skulle
kunna ge en fingervisning om att det finns en tumo6r som har missats eller att vavnaden ar tumorfri,
utfallet avgor om fler biopsier behover tas. Undersékningen skulle dven kunna ge en fingervisning om
tumorens aggressivitet. Det skulle innebira en indikation om patienten behéver behandlas samt dven
vilken typ av behandling som skulle kunna bota. Da sjukdomen &r s& utbredd i vastvarlden, har hog
dodlighet samt att behandlingarna ger mycket biverkningar (6) ar det av storsta vikt att alternativa

diagnostiska metoder hittas sd inga tumorer vare sig missas eller 6verbehandlas.

Etiska aspekter

Det ar av storsta vikt att patienter far den vard dem behover, men &ven att de inte utsittas for onodig
vard som kan forhindras genom nya forbattrade diagnostiska metoder. En behandling samt dess
eftervard kan fé en patient att behva utsté lidande. Exempelvis radikal prostatektomi och strélning kan
ge ménga biverkningar som bland annat urinerings-, erektions-, tarmbesvir samt smirta som patienten
kan behdva std ut med under resten av sitt liv. Dessa biverkningar kan utgora ett stort lidande for
patienten som i vissa fall kan undvikas om ofarlig cancer diagnostiseras pé ratt satt. Om en aggressiv
prostatacancer daremot skulle missas vid en biopsiundersokning kan en nédviandig behandling utga
vilket &ven det leder till lidande for patienten d& det finns risk att patienten erhaller metastaser och
senare avlider i sin sjukdom. Om markorer i TINT skulle kunna kartlaggas skulle dessa scenarion kunna

undvikas och de som behover behandling for sin tumér hittas tidigare samt far ratt behandling.

Modellen som anvindes i denna studie baserades pa rattor och en enda ratt-prostata ger mycket
material till organoidodling. Detta gor att farre rattor behover sitta livet till jamfort med in vivo-studier,
och att forskningen av prostatacancer kan fortgd i samma takt. Detta ger en mer hallbar forskning samt

minskar lidandet for djuren.

Samhalleliga aspekter

Hos mén ar prostatacancer den mest frekventa cancerrelaterade dodsorsaken i Sverige och trots att
prostatacancer endast drabbar man utgor sjukdomen den vanligaste cancerformen. Idag finns en hog
overdiagnostisering av prostatacancer vilket leder till 6verbehandling som ar mycket kostsam for
samhillet. Behandlingen kan bli &n mer kostsam om patienten behéver medicin for exempelvis sexuell
dysfunktion som f6ljd av den forsta behandlingen (6). Om nya diagnostiska metoder upptéacks kan dessa

bidra till minskad 6verbehandling av ofarlig prostatacancer, vilket leder till minskad belastning pa
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sjukvérden och lagre kostnad da farre behandlingar samt mindre eftervard behovs. Detta kommer dven

leda till att farre patienter behover utstd onodiga biverkningar till f6ljd av 6verbehandling.

Det dr av storsta vikt att nya diagnostiska metoder utvecklas for prostatacancer da nuvarande metoder
ar bristfalliga. Fler markorer for diagnostisering av farlig samt ofarlig prostatacancer behovs i syfte att
kunna vilja ratt behandling till varje patient, det bAde minskar kostnaderna f6r samhéllet samt lidandet
for patienten. Fortsatt forskning behovs for att forstd hur exosomer fran tumorer paverkar normalt
prostataepitel. Konklusionen var att paverkan pa viabilitet, genuttryck samt cytokinutsondring frén
prostatatumorers exosomer fran ratta, G och MLL, bor gé att studera med cellodling, qRT-PCR samt

Cytokine array.
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