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1 Metodologia de elaboracion

|

l Revisién de articulos obtenidos en PubMed

l Busqueda de materiales en casas comerciales como ThermoFisher

2° Disefio 3° Definicion de

1° Hipdtesis
experimental. = laestructura.

y objetivos.

4° Redacciény
presupuesto.

Palabras Clave: Exosome, Prostate Cancer, ELISA, FOLH1, FABP5, Urine,
Biomarker, CA-IX.

2 Introduccién

* El cancer de prostata (PCa) es el mas diagnosticado en hombres, sin embargo, su sistema de
diagndstico actual (PSA) es inespecifico y desemboca en biopsias y tratamientos innecesarios.
* Los exosomas son nano-vesiculas (40-100 nm) producidas de manera habitual por las células
que se encuentran en los fluidos biolégicos (obtencién no invasiva) y que contienen todo tipo de
biomoléculas tanto en su interior como en su membrana.

*La deteccion de biomarcadores especificos entre las moléculas presentes en exosomas
aislados de orinay su deteccion son una técnica de diagnéstico precoz muy prometedora.

Biomarcadores seleccionados:

El uso de exosomas como biomarcador multiple mejora el proceso de
diagndstico y prondstico del cancer de préstata ademas de hacerlo mas réapido
y menos invasivo.

Objetivo 1: Obtener y caracterizar los exosomas de lineas celulares.

Objetivo 2: Poner a punto el ELISA a partir de muestras de exosomas de LC.
Objetivo 3: Validar el ELISA a partir de muestras de orina de pacientes.

1. PSMA, también “folato hidrolasa I” por su funcién enzimatica, presenta una muy elevada
expresion de forma especifica en cdncer de préstata, también a nivel exosomal.
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2. FABPS5, es una proteina transportadora de lipidos, no se expresa practicamente en tejido prostatico sano, se sobre-
expresa en exosomas de pacientes con cancer de préstata y se relaciona con el Gleason score (valor prondstico).

3. CA IX, es una enzima membranal relacionada con el control del pH y del transporte de iones. Es la anhidrasa
carbdénica mas especifica de tumores sélidos y se detectd en exosomas 25 veces mas elevada en cancer de préstata.

4 Esquema del proyecto

‘ Objetivo 1 Obtenery caracterizar exosomas de LC.

Objetivo 2 Poner a punto el ELISA con LC.
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Tarea 1: Cultivo de
lineas celulares (LC).
LNCaP, MDA-Pca-2b,
DU145, PC3
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Aislamiento de exosomas con MP.

MP+CD9
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Tarea 2: Recolecciéon de
muestras de pacientes.
BPH-=hiperplasia prostatica benigna
(control sano) / PCa=céncer de prostata

Nanoparticle tracking anélisis (NTA)
Distribucién de tamafos y
concentracién de exosomas

Microscopia elect

Fase de aislamientoy posterior analisis (F

—

MP+CD81 MP+ tosyl MP+EpCAM

4 tipos de particulas magnéticas (MP) para aislar exosomas.

MP9 y MP81: tetraspaninas, proteinas membranales
presentes en exosomas.

EpCAM: marcador epitelial.

MP+grupo tosyl: unen los exosomas de forma covalente.

Tarea 4: Caracterizacion de los exosomas de lineas celulares.

Fase previa al aislamiento de exosomas (NTA + SEM).

Morfologia de los exosomas.

Citometria de flujoy Western Blot.

confirmacion de la expresion por Western Blot.
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ELISA sobre MPs

Tarea 6: Evaluacion del efecto matriz (en placa y en part

Analisis 2
Matriz BPH Matriz PCa

Anélisis 1

+ Controles en placa
Matriz

Vad

Tarea 5: ELISA con muestras UC de lineas celulares.
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ELISA en placa

iculas magnéticas).

Pruebas con las
combinaciones MP

rénica de barrido (SEM)

la tarea 5 (matriz limitada).

cinco mejores
+ biomarcador de

‘ Objetivo 3 Validar en pacientes.

lowCyt + WB).
Tarea 7: Analisis por ELISA de las muestras de

pacientes.

Evaluacién en pacientes usando la
combinacién MP + biomarcadorcon
mejores resultados del objetivo anterior.
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Control Cancer +control UC
Cuantificacion de exosomas positivos para los Sano BPH Préstata
biomarcadores (PSMA, CA IXy FABP5) y \ ! \ ’ =

5 Resultados Esperados

1. Se esperan mejores resultados de PSMA (mayor respaldo

bibliografico).

3. Lacombinacion de los biomarcadores para mejorar
diagnésticos haciéndolos mas especificos.

15%
10%exosomas/pL

Efecto matriz
Limite de Deteccion

2. Minimo1/3
marcadores

6 Plan de contingencia

Supuesto 1. Interferencia excesiva de matriz:

Combinar con cromatografia de exclusion por
tamano (SEC) para eliminarinterferentes de orina.

Ej. ExoSpin

Supuesto 2. Concentracion exosomalinsuficiente:
Lisis de exosomas = amplificacion de mRNA - deteccidn rtPCR.
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‘Asociacitn Espariola de Pacientes
de Cancerde Pristata
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Presupuesto total aproximado de 102.000€
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