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Kasutatud lihendid

Ago — Argonaute valk

AMO - anti-miRNA oligonukleotiid, anti-miRNA oligonucleotide

CDKG®6 - tsukliin-sdltuv kinaas 6, cyclin-dependent kinase 6

Ct— lavitsukkel, cycle threshold

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenttlindool dihtdrokloriid, 4',6-diamidino-2-phenylindole
DGCRS8 — DiGeorge syndrome critical region gene 8

DMEM - Dulbecco s Modified Eagle Medium

dsRBP — kaksikahelalise RNAga-seonduv valk, double-stranded RNA-binding protein
dsRNA — kaksikahelaline RNA, double-stranded RNA

FBS — veise loote seerum, fetal bovine serum

HCC — hepatotsellulaarne kartsinoom, hepatocellular carcinoma

HCV — viiruslik C-hepatiit, hepatitis C virus

LNK — lipiidsed nanokandjad

miRISC — miRNA-induced silencing complex

miR-NC — miRNA negatiivse kontrolli miimik, miRNA negative control mimic
NSCLC — mittevaikerakuline kopsuvahk (non-small cell lung cancer)

NTC — ilma sihtmark-jérjestuseta gPCRi kontrollreaktsioon, no template control
nt — nukleotiid

ON - oligonukleotiid, oligonucleotide

PAMAM - poluamidoamiin, polyamidoamine

PBS — phosphate buffered saline

PEI — poluettleenimiin, polyethylenimine

PFA — paraformaldehiud, paraformaldehyde

PLGA — polilaktiid-ko-glikoliid, polylactide-co-glycolide

PPC-1 — eesndarmevahi rakuliin, primary prostatic carcinoma-1

PS — fosforotioaat, phosphorothioate

gRT-PCR — kvantitatiivne reaal-aja PCR, quantitative real-time PCR

RAS — Rat sarcoma viral oncogene homolog



RBP — RNA-seonduv valk, RNA-binding protein

RIN — RNA terviklikkuse number, RNA integrity number

RSP — rakku sisenevad peptiidid, CPP, cell-penetrating peptides

SNALP - stabiilsed nukleiinhappeid kandvad lipiidsed partiklid, stable nucleic acid lipid particles

UTR — mittetransleeriv ala, untranslated region



Sissejuhatus

Arusaamine mikroRNAde (miRNAde) rollist geenide ekspressiooni regulatsioonis on viimastel
aastatel markimisvaarselt laienenud. Uuringud nditavad, et need véikesed mittekodeerivad RNAd
osalevad post-transkriptsiooniliselt rakkude differentseerumise ja proliferatsiooni kontrollis (Mendell
ja Olson, 2012) ning mangivad olulist rolli loomade ja taimede kasvu, arengu ja paljunemise
reguleerimisel. Korvalekalded miRNAde normaalsest ekspressioonist on seotud tumorigeneesiga
(Zhu et al.,, 2014). Mitmed kdrgenenud ekspressiooniga mIiRNAd inhibeerivad
tuumorsupressorgeenide ekspressiooni ja on seet6ttu tuntud kui onkogeensed miRNAd (onkomiRid),

allareguleeritud miRNAd toimivad aga tihti tuumorsupressoritena.

Alates esmasest miRNAde ja kasvajatekke seoste Kirjeldusest 2002. aastal (Calin et al., 2002) on
miRNAsid pohjalikult uuritud ning paljud uurimisgrupid on tegelenud miRNAdel pdhineva teraapia
arendamisega. Selle tulemusena on mdned miRNAdel pbhinevad ravimid joudnud ka kliiniliste
katseteni.

Uks vihkkasvajates sageli allareguleeritud miRNA on miR-34a. Kéesoleva to6 eesmargiks oli testida
miR-34a slinteetilise analoogi rakkudesse viimise metoodikat ja leida sobivad sintmérkgeenid selliste

katsete efektiivsuse hindamiseks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 MikroRNAd

MiIRNAd on endogeensed, mittekodeerivad ja kérgelt konserveerunud, tavaliselt 18-25 nukleotiidi
(nt) pikad RNA molekulid, mis reguleerivad post-transkriptsiooniliselt geenide ekspressiooni (Bartel,
2004; Bartel ja Chen, 2004). Praeguseks on teada tle 1000 inimese miRNA, mis hinnanguliselt
kontrollivad tle 50% kdigist valke kodeerivaist geenidest (Simonson ja Das, 2015). See kontroll
saavutatakse miRNA ja mMRNA omavahelise seondumise kaudu, kusjuures thel miRNAI vdib olla
mitu sihtmark-mRNAd (Kasinski et al., 2014). Seondumine toimub enamasti mRNA 3’
mittetransleeriva ala (UTR, untranslated region) ja miRNA 5’ otsas paikneva mRNAga
komplementaarse nn seed regiooni vahel (Pasquinelli, 2012). Tulemuseks on sihtmarkgeeni
translatsiooniline inhibitsioon vo6i sihtmark-mRNA destabiliseerimine. M6élemad protsessid on
omavahel seotud (Pasquinelli, 2012; Agostini ja Knight, 2014). Lisaks klassikalisele seondumisele 3'
UTRI piirkonnas on kirjeldatud ka sihtmarkide ekspressiooni lesreguleerimist 5> UTRi kaudu (Orom
et al., 2008). MiRNAd vbivad toimida ka RNA-seonduvate valkude (RBP, RNA-binding protein,)
inhibiitoritena ja seetdttu mdjutada geenide regulatsiooni ka kaudselt. MiRNA seondumine mRNA
RBP saitidega v0i otseselt RBPga reguleerib samaaegselt mitmete geenide ekspressiooni (Eiring et
al., 2010). Seega on miRNAde regulatsioonirajad keerulised ja kindlasti vajavad taiendavat uurimist.

1.2 MiRNAde biogenees

Kipsed miRNAd on ainult 18-25 nt pikad (Wang et al., 2014), kuid neid kodeerivad geenid v@ivad
genoomis katta tuhandeid aluspaare ning nende siinteesirada on mitmeastmeline protsess (Joonis 1).
Esimese etapina transkribeeritakse miRNA geen RNA poliimeraasi 11 (RNA Pol I1) abil primaarseks
miRNAKs (pri-miRNA) (Zhang et al., 2007). Seejarel toimub pri-miRNA t66tlemine juuksendela
sarnaseks struktuuriks ehk prekursor-miRNAks (pre-miRNA), mille viib labi RNaas Ill perekonda
kuuluv enstiim Drosha, kaasates selleks dsRNA-seonduva valgu DGCR8 (DiGeorge syndrome
critical region 8) (Misso et al., 2014). Pre-miRNA transporditakse tuumamembraani valgu eksportiin-
5 (XPO5) abil tsutoplasmasse, kus Dicer enstitim I8ikab kaksikahelalise pre-miRNA kaheks 18-25 nt
pikkuseks RNAks. Kanoonilise mudeli j&rgi on ks nendest nn. "kiips™ (mature) miRNA ahel ja teine

temaga osaliselt komplementaarne vastasahel ehk passenger ahel (Kouwenhove et al., 2011).



Tsutoplasma

translatsiooniline inhibitsioon
VOI
sihtmark-mRNA destabiliseerimine

Joonis 1. MiRNA biogenees. MiRNA siinteesirada koosneb kahest etapist. Esimene etapp toimub
tuumas, kus miRNA geenilt transkribeeritakse RNA Pol Il abil pri-miRNA, mis toddeldakse
ensutimkompleksi DGCR8/Drosha abil pre-miRNAKs. Teises etapis viiakse Exportin 5 abil pre-
miRNA tuumast tsiitoplasmasse, kus Dicer 16ikab dsSRNA 18-25 nt pikkuseks RNAKks. Kiips ahel
uhineb Ago valgu abil miRISC kompleksiga, mis tunneb &ra komplementaarsed saidid
sihtmérkgeenide 3 UTRides ning surub maha valgu ekspressiooni translatsioonilise inhibitsiooni voi
MRNA degradatsiooni kaudu (kohandatud Baigude ja Rana, 2014 jargi).



Kips miRNA sisestatakse Argonaut (Ago) perekonda kuuluvate valkude abil miRISC kompleksi
(miRNA-induced silencing complex) (Diederichs ja Haber, 2007). Kui miRISC kompleks on
moodustatud, inhibeeritakse valgu ekspressioon translatsiooni mahasurumise v6i mMRNA
degradatsiooni kaudu (Pasquinelli, 2012). Kuna viimasel ajal on selgunud, et mdlemad miRNA ahelad
vOivad olla funktsionaalsed, on uuemates miRNA andmebaasi versioonides loobutud mature ja

passenger ahela eristamisest ning réagitakse pigem 5' (-5p) ja 3' (-3p) ahelast.

1.3 MiRNAdEe bioloogilised funktsioonid

Alates esimeste miRNAde lin-4 ja let-7 avastamisest Caenorhabditis elegans’is 1990. aastal (Lee et
al., 1993; Wightman et al., 1993) on ntudseks leitud tle 30000 kiipse miRNA jarjestuse 206 erinevas
liigis (miRBase, v21, Juuni 2014) (Kozomara ja Griffiths-Jones, 2013). Arvutuslike
ennustusmeetodite tulemuste pdhjal moodustavad miRNA geenid umbes 1-5% inimese genoomist
(Ando ja Leung, 2015), mis viitab sellele, et miRNAd osalevad paljudes bioloogilistes radades. Nad
on vOimelised reguleerima paljude geenide ekspresisooni nii otseselt kui ka kaudselt ja seeldbi
mdjutavad nadrakkude differentseerumist, proliferatsiooni, migratsiooni ja apoptoosi (Dong et al.,
2014).

Palju on kogunenud ka andmeid miRNAde osaluse kohta véhi arengus. Mitmed uuringud néitavad, et
miRNAde ekspressioon on koespetsiifiline, nad vdivad olla bifunktsionaalsed ning nende normist
kdrvalekalduv ekspressioonitase on iseloomulik erinevatele vahitlipidele. Néaiteks on miR-128
tugevalt Ulesreguleeritud osteosarkoomi koes, kuid ajukasvajates hoopis allareguleeritud. On ka
leitud, et miR-128 surub maha rakkude proliferatsiooni rakutsiikli aresti kaudu soole ja eesndarme
kasvajates (Tian et al., 2014). MiR-26a ekspressioon on maha surutud maksavéahi rakkudes (Kota et
al., 2009), kuid tlesreguleeritud ajuvéhis (Huse et al., 2009).

Samuti mangivad miRNAd olulist rolli hulkraksete loomade arengus. Naiteks reguleerivad lin-4 ja
let-7 C.elegans’i vastse arengut rakkude differentseerumise kaudu (Lee et al., 1993; Reinhart et al.,
2000) ning nende funktsiooni kadu (loss-of-function) viib arengu mahajdamusele (Lee et al., 1993).
MiR-196 ja miR-181, mis reguleerivad HOX geenide ekspressiooni, on samuti seotud arenguliste
protsessidega ning nende mahasurumine viib normaalse arengu haireteni (Yekta et al., 2004;
Naguibneva et al., 2006).



Paljud miRNAd osalevad immuunsiisteemi regulatsioonis ja on seotud leukeemia tekkega. Néiteks
reguleerib miR-17~92 klaster nii T-abistajarakkude (T-helper cells) kui ka B-rakkude arengut ja
funktsioone (Raisch et al., 2013). Selle klastri tilesregulatsioon pohjustab B-rakulist lumfoomi (Olive
et al., 2010), vahi hilisemates etappides ka angiogeneesi (Raisch et al., 2013). Olulist rolli B-rakkude
klipsemises mangib ka miR-155, mille tles- vdi allaregulatsioon on nahtav pdletikulistes protsessides

ja verevéhis (Davidson-Moncada et al., 2010).

1.4 MiRNAde kasutamine terapeutilistel eesméarkidel

Nagu eelpool mainitud, kaasnevad muutused miRNAde ekspressioonis paljude haigustega, millest
suurema osa moodustavad erinevad véhkkasvajad (Zhang et al.,, 2007). Enamus kasvajatest
diagnoositakse hilistes staadiumites, mist6ttu on nende ravi sageli kehva prognoosiga. Selleks, et tdsta
ravi kvaliteeti, on vaja tuvastada uusi biomarkereid ja leida terapeutilisi sihtmarke ning Uheks
lahenduseks on vorrelda geeniekspressiooni profiili vahikudede ja normaalsete kudede vahel (Guan
et al., 2012). Tanu profileerimisuuringutele on vdimalik tuvastada uusi potentsiaalseid miRNA
sihtmérkgeene. Jargmise etapina saab kontrollida nende seost miRNAdega in vitro ja/v6i in vivo
katsetes ning eristada Ules- voi allareguleeritud miRNAsid. Kaimasolevate uuringute pdhjal vdib
Oelda, et on olemas suur huvi miRNAde kasutamise vastu biomarkeritena véhi diagnoosimises ja
ravis. Kuna hel miRNAI vdib olla mitu sihtmarki ja ks geen voib olla reguleeritud mitme miRNA
poolt, pakuvad nad ka huvi teraapia arendamisel (Kasinski et al., 2014).

MiRNAde kasutamine terapeutilistel eesmarkidel hdlmab kahte vdimalikku strateegiat. Uks nendest
pohineb véhirakkudes allareguleeritud miRNAde funktsiooni taastamisel sunteetiliste miRNA
oligonukleotiidide (ON) vb&i miimikute abil, mille tulemusena taasaktiveeritakse vastavad
signaalirajad (Wiggins et al., 2010). Teine strateegia p6hineb onkogeensete omadustega miRNAde
toime blokeerimisel ja selle saavutamiseks surutakse tlesreguleeritud miRNAde ekspressioon maha
keemiliselt modifitseeritud miRNA inhibiitorite ehk antagomiRide abil (Pramanik et al., 2011).
Mdolemad strateegiad on kirjeldatud allpool, nende eelised ja puudused on toodud vélja tabelina (Tabel
1,1k 17).
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1.5 MiRNA asendusteraapia

Termin ,,miRNA asendusteraapia“ tdhistab haiges koes (vahkkasvajas) allareguleeritud miRNA
asendamist slinteetilise mMiRNA miimikuga eesmaérgiga inhibeerida tumorigeneesi (Joonis 2) (Bader
et al., 2010). Sellisel moel miRNA funktsiooni taastamisega voivad kaasneda proapoptootilised ja
proliferatsioonivastased efektid (Pramanik et al., 2011) ning kasvaja progressiooni inhibitsioon in vivo
(Joonis 3) (Kasinski et al., 2014).

Selleks, et saavutada tuumorsupressor miRNA funktsiooni, peavad miimikud olema v@imelised
sisenema RISC kompleksi ja avaldama mdju sihtméark-mRNAle. On néidatud, et kaheahelalistel
miRNA miimikutel on saja- kuni tuhandekordselt kdrgem v6ime siseneda RISC kompleksi
vorreldes iheahelaliste miimikutega (Bader et al., 2011). Guide ahela jarjestus on kupse miRNAga
sarnane ning passenger ahel on talle komplementaarne. Lisaks miRNA miimikutele on hakatud
asendusteraapias kasutama sunteetilisi miRNA prekursoritel p&hinevaid molekule, mille pikkus
varieerub monest tiksikust lisanukleotiidist pri-miRNA taispikkuseni. Arvatakse, et sellised molekulid
on v@imelised sisenema RISC kompleksi kdrgema efektiivsusega vorreldes miRNA miimikutega,
kuid nende toimetamine rakkudesse on keerulisem, sest normaalselt transkribeeritakse pri-miRNA
rakutuumas (Terasawa et al., 2011). Kuna miRNA prekursorid on kaheahelalised molekulid, peab
nende disainimisel jélgima reeglit, et vdhemalt Uks ahel on endogeense pri-miRNA jarjestusega
sarnane.

Tanaseks on avastatud ja kirjeldatud palju tuumorsupressor miRNAsid, kuid nende abil in vivo
asendusteraapia meetodite arendamine on alles algusjargus. Siiski on mdned miRNAd, nagu naiteks
let-7 ja miR-34a, mille puhul uuritakse intensiivselt asendusteraapia voimalusi. Naiteks blokeerib let-
7 miimiku ststimine mittevaikerakulise kopsuvahi (NSCLC, non-small cell lung cancer) hiire mudelis
vahirakkude proliferatsiooni ja kasvaja progressiooni (Trang et al., 2009). Seda vdib seletada let-7
toimega, kus ta surub maha RAS (Rat sarcoma viral oncogene homolog) perekonda kuuluvaid
onkogeene ning seega pOhjustab let-7 ekspressioonitaseme langus RAS valkude Ulesekspressiooni.
Lisaks sellele surub let-7 maha tsukliine cyclin D ja CDKG6 (cyclin-dependent kinase 6) ja selle kaudu

kontrollib rakkude normaalset paljunemist (Johnson et al., 2005).
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Tuumorsupressor MiRNA miimiku
miRNA funktsiooni toimetamine vahi

kadu kudedesse
Onkogeensete 1 Onkogeensete
signaali- ey signaali-
radade radade

aktivatsioon mahasurumine

Vahkkasvaja areng Vahkkasvaja arengu
regressioon

Joonis 2. MiRNA asendusteraapia. Tuumorsupressor miRNA allaregulatsioon viib tumorigeneesini.
MIRNA miimiku toimetamine vahirakkudesse surub maha onkogeensed signaalirajad ja inhibeerib
kasvaja arengut (Bader et al., 2010).

B. let-7b

C. miR-34a

D. let-7b ja
miR-34a

Joonis 3. Vahkkasvaja arengu inhibeerimine in vivo. Biopsiad NSCLC hiiremudeli kopsu vasaku
sagara koest, varvitud hematoksuliin-eosiiniga. Hiired olid eelnevalt transfekteeritud kas negatiivse
miRNA miimikuga (miR-NC, A), let-7b (B), miR-34a (C) vdi mdlemate (let-7b ja miR-34a)
miimikutega sabaveeni kaudu. On ndha, et let-7b ja mir-34a miimikute sustimisel véahirakkude arv
langeb ning kasvaja areng on inhibeeritud (kohandatud Kasinski et al., 2014 jargi).
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Teine lootustantev kandidaat asendusteraapias on miR-34a, mis on allareguleeritud aju- (Welch et al.,
2007), kopsu- (Wiggins et al., 2010), rinna- (Kang et al., 2015), maksa- (Zhao et al., 2014), neeru-
(Vogt et al., 2011), kusepdie- (Vogt et al., 2011), eesndédrme- (Fujita et al., 2008), soole- (Lodygin et
al., 2008), emakakaela- (Li et al., 2010), munasarjavéhis (Vogt et al., 2011) ja teistes véhitulpides
(Bang, 2012). Uuringud néitavad, et miR-34a miimiku mdju pidurdab kasvaja arengut in vitro ja in
vivo (Agostini ja Knight, 2014) ning nende tulemuste pohjal alustas 2013. aasta mais firma miRNA
Therapeutics MRX34 | faasi kliinilisi katsetamisi maksavahi patsientidel (Misso et al., 2014). MRX34
tehnoloogia pohimdte seisneb liposoomi kapseldatud miR-34a miimiku viimisel vahirakkudesse
firmas Marina Biotech vélja t66tatud tehnoloogia NOV340 SMARTICLE abil. NOV340 kujutab
endast partiklit moodustava liposoomi diameetriga 120 nm, mida nimetatakse ka lipopleksiks.
Liposoom sisaldab amfoteerseid lipiide, mis on katioonsed madala pH korral ning anioonsed
neutraalse ja kdrgema pH korral. Lipopleksi moodustumine toimub happelistes tingimustes, et tagada
lipiidide ja miimiku t6husama kapseldamist. Bioloogilistes vedelikes, mille pH on 7-7,5, muutuvad
nanopartiklid kergelt anioonseteks ega ole v@imelised interakteeruma negatiivselt laetud
rakumembraaniga endoteelis ja teistes kudedes. Kuna kasvajakoed on enamasti madalama pH
tasemega, muutuvad NOV340 partiklid sinna jéudes katioonseteks ja seega kinnituvad véhirakkudele
(Bader, 2012). Peale MRX34 tegeleb miRNA Therapeutics ka teiste miimikute rakkudesse viimise
mehhanismide uurimisega. Praegu on katsetusjargus 15 erinevat kandidaati.

Lisaks klassikalisele viisile, kus rakkudesse viiakse korraga ks miRNA miimik, on vdimalik kasutada
korraga ka kahte voi rohkem erinevaid miimikuid (naiteks, miR-34a ja let-7b) (Joonis 3) (Kasinski et
al., 2014; Rokavec et al., 2014). On néaidatud, et selline lahenemine v@imaldab ravieffekti
markimisvéarselt tdsta. MIRNA asendusteraapiat on proovitud kombineerida ka keemiliste
ravimitega. Néaiteks, NSCLC rakkude mojutamine erlotinib’iga eraldi ei andnud positiivseid tulemusi,

kuid miR-34a miimiku koostoimel oli naha, et tundlikkus ravimi vastu suurenes (Zhao et al., 2014).

! http://www.mirnarx.com/technology/mirna-intellectual-property.html
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1.6 MiRNAde aktiivsuse mahasurumine

Ulesreguleeritud miRNAde ekspressiooni on vdimalik blokeerida anti-miRNA ONide (AMOde) abil
(Zhang et al., 2013). AMOd, tuntud ka kui miRNA antagonistid ehk antagomiRid, on sunteetilised
antisense ONid, mis moodustavad miRNA kipse ahelaga dupleksi ning seekaudu inaktiveerivad
onkogeense miRNA (Joonis 4) (Lennox et al., 2013). Arvatakse, et AMOd mdjutavad miRISC
valkude ja miRNA omavahelisi interaktsioone ning selle tagajarjel endogeenne miRNA
degradeeritakse (Bader et al., 2010).

Anti-miR

: 2 nanopartikli sees
Nanopartikel

siseneb rakku

Rakumembraan

Pre-miRNA/anti-

Nanopartikli Pre-miRNA 2 miR tripleks
d X & 3 5 5
S el LI .
V| B
/' A Kiips miRNA  miRNA/anti-miR
v q 5 3 dupleks
' l Z 5 3
4 ~ 3L s
Anti-miR’i \
vabanemine
5 . | AARRANARIRA
Anti-miR 3'MAAA:'J' ..:l.;l.:l.,-_'s.
' /l’ranslatsiooni mahasurumine
37 aaana AL LEELCUIL LR e
Tstitoplasma Translatsioon

Joonis 4. Anti-miRNA vahendatud miRNA aktiivsuse mahasurumine. Anti-miRNA ehk AMO
transporditakse rakkudesse nanopartiklite abil, mis labivad rakumembraani otseselt vdi endotsiitoosi
teel. Seejarel toimub AMO vabanemine nanopartiklist valkude (naiteks fusioonvalkude) abil. AMO
moodustab miRNAga komplementaarsuse alusel dupleksi, mille kaudu surub maha miRISC

kompleksi funktsioneerimise. Selle tulemusena jatkub normaalne mérklaud-mRNA ekspressioon
(Baigude ja Rana, 2014).
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Selleks, et saavutada efektiivset inaktivatsiooni, peab AMO ja miRNA interaktsiooni afiinsus olema
tunduvalt kdrgem kui loomulik miRNA guide ja passenger ahelate interaktsioon. Ideaalne AMO peab
olema kdrge afiinsusega sihtmérk-miRNA suhtes, ta on kaitstud ekso- ja endonukleaaside toime eest,
ei pGhjusta toksilisust ja on madala hinnaga. Lisaks peab AMO olema v6imeline seonduma miRNAga
sOltumata sellest, kas miRNA on he- v0i kaheahelalises vormis v8i hoopis seotud Ago valkudega
miRISC kompleksis. (Lennox et al., 2013).

Kdrge afiinsus miRNA suhtes saavutatakse aluspaaride ja/voi riboosi keemiliste modifikatsioonide
abil (Joonis 5), mis lisaks kaitsevad AMOd nukleaaside eest ja vahendavad kdrvalekaldeid (Bader et
al., 2010; Lennox et al., 2013; Baigude ja Rana, 2014). KBige sagedamini esinevate modifikatsioonide
hulka kuuluvad riboosi 2’ positsioonis tehtud muudatused nagu 2’-O-metiiiil (2°-O-Me), 2’-O-
metoksUetiiiil (2’-O-MOE), 2’-fluor (2°-F) ja 2’-0,4’-C metuleensillaga LNA (locked nucleic acid),
mida saab teha kdikides nukleotiidides kogu AMO jarjestuse ulatuses (Baigude ja Rana, 2014). Siiski
ei piisa riboosi 2’ modifikatsioonidest, et kaitsta AMOd eksonukleaaside toime eest. Lisaks
asendatakse fosfodiestersidemed fosforotioaat (PS) sidemetega (Lennox et al., 2013), mis lisaks
tdstavad AMO stabiilsust seerumis ega pohjusta olulist toksilisust (Baigude ja Rana, 2014).
Uuringud nditavad, et kbige efektiivsem anti-miRNA teraapia kandidaat on miR-122 (Mendell ja
Olson, 2012). MiR-122 on kdrgelt ekspresseeritud maksas, kus ta reguleerib rasvhapete ja kolesterooli
metabolismi, madal miR-122 ekspressioonitase on tuvastatud hepatotsellulaarses kartsinoomis (HCC,
hepatocellular carcinoma). On huvitav, et miR-122 osaleb C-hepatiiti (HCV) pdhjustava viiruse
replikatsioonis. Firma Santaris Pharma arendas LNA-pdhineva AMO antimiR-122, mida katsetas
primaatidel. LNA-antimiR-122 sustimine loommudelitesse pGhjustas kolesterooli taseme langust 30%
vorra ja HCV replikatsiooni inhibitsiooni (Elmen et al., 2008). Valja arendatud preparaat, millele anti
nimeks miravirsen on jatkuvalt kliiniliste uuringute faasis (Ottosen et al., 2014).
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Joonis 5. AMOde keemilised modifikatsioonid. Riboosi 2’ positsioonis tehtud muudatused tostavad
AMOde afiinsust miRNA suhtes, PS sidemed kaitsevad nukleaaside eest. Samuti on vdimalik
asendada riboos morfoliini voi peptiidahelaga, mistottu tduseb AMO-miRNA dupleksi stabiilsus
veelgi, kuid sellised modifikatsioonid v@ivad pdhjustada kdrget toksilisust (Baigude ja Rana, 2014).
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Tabel 1. MiRNAde kasutamine terapeutilistel eesméarkidel. Tabelis on toodud kahe strateegia
eelised ja puudused.

Eelised Puudused
MiRNA Jarjestuse poolest sarnased | Kergesti degradeeritavad
miimikud endogeensete miRNAdega ja | endonukleaaside poolt (Mendell ja
seonduvad nende sihtmérk- | Olson, 2012);

mRNAdega (Bader et al., 2010);
M®dju sihtmarkide ekspressioonile ei
On voimelised reguleerima mitmeid | pruugi alati olla kdrge efektiivsusega
onkogeene korraga ja seega ka terveid | (Bader et al., 2010);

signaaliradasid (Kasinski et al., 2014);
Kaheahelaliste miimikute passenger
Vaikesi molekule, saab rakkudesse | ahel vOib toimida antimiRina ning
toimetada erinevatel viisidel (Bader et | blokeerida guide ahela sisenemist
al., 2010) RISC kompleksi (Mendell ja Olson,
2012);

Vdivad pohjustada tsttotoksilisust ja
immuunvastust (Zhang et al., 2013)

Anti-miRNA Komplementaarsed endogeense | Kergesti degradeeritavad
oligonukleotiidid | miRNA seed regiooniga (Obad et al., | endonukleaaside poolt (Mendell ja
2011); Olson, 2012);

Sisenevad RISC  kompleksi ja | Ei joua alati sihtmargini, sest
blokeerivad  onkogeense  miRNA | valjutatakse  organismist maksa
toimet sihtmark-mRNAle (Mendell ja | ja/vGi neerude kaudu (Mendell ja
Olson, 2012); Olson, 2012);

Vdivad pdhjustada immuunvastust
(Zhang et al., 2013)
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1.7 MiRNAde rakkudesse toimetamise voimalused

Sinteetiliste miRNA ONide rakkudesse viimiseks kasutatakse erinevaid siisteeme (delivery system)
(Tabel 2), mida pidevalt téiendatakse. Ideaalne siisteem peab olema stabiilne, efektiivne,
tuumorspetsiifiline ja ohutu, mis tdhendab, et ta ei pdhjusta toksilisi efekte ja immuunvastust ning ON
jouab alati vajalikku koeni. (Misso et al., 2014).

Paljad miRNA ONid (naked oligonucleotides) on vdimalik viia otse vahkkasvajasse sustimise vOi
viirusvektorite abil (Trang et al., 2011). Klassikaliste geeniteraapia meetodite kdrvale on tekkinud ka
stinteetilistel materjalidel pdhinevad kandjad. Oma iseloomult on siinteetilised materjalid katioonsed,
seepédrast on neil vOime siduda negatiivselt laetud mIRNAsid tidnu elektrostaatilistele
interaktsioonidele, moodustades nanopartikleid (Zhang et al., 2013; Misso et al., 2014). Vorreldes
viirusvektoritega, on nende tootmine lihtsam ja nende molekulaarset koostist saab kontrollida
erinevate modifikatsioonide abil. Samuti on neil madalam immunogeensus ja kdrgem ravimi
kandevoime (Park et al., 2006). Siiski ei ole siinteetiliste materjalide efektiivsus in vivo piisavalt
kdrge, kuid seda piirangut on pudtud kérvaldada muutes partikli suurust ja pinnaomadusi (Zhang et
al., 2013).

Lipiidsed nanokandjad (LNK) on enim uuritud ja katsetatud orgaaniline vektorsiisteem miRNAde
transportimiseks in vitro ja in vivo. LNK pdhimdte seisneb miRNA kapseldamises liposoomi, mis
tavaliselt koosneb katioonsetest lipiidest (Zhang et al., 2013). Liposoom v6ib koosneda ka
neutraalsetest (Wang et al., 2015), anioonsetest (Guo ja Lee, 2000) vdi amfoteersetest (NOV340)
(Bader, 2012) lipiididest. MiRNA kapseldamise kédigus moodustuvad kolloidsed nanopartiklid, mida
nimetatakse lipopleksideks (lipoplex) (Zhang et al., 2013). Nad sisenevad rakku endotsutoosi teel,
mille jarel toimub miRNA vabanemine endosomaalsest vesiikulist tsttoplasmasse ja mMRNA
funktsiooni blokeerimine (Joonis 6) (Wang et al., 2015). Uldkasutatavate LNK hulka kuuluvad
kommertsiaalsed reagendid nagu siPORT NeoFX? ja Lipofectamine®3. Kahjuks esinevad LNKdel
moned piirangud.  Lipopleksid vdivad seerumis agregeeruda tadnu interaktsioonidele
seerumivalkudega, seega néuab nende kasutamine in vitro rakukultuurides seerumivaba keskkonda.
Lisaks esinevad sageli tstotoksilised efektid ja soovimatu immunogeensus (Zhang et al., 2013).
Hiljuti on pakutud nende piirangute kdrvaldamiseks stabiilseid nukleiinhappeid kandvaid lipiidseid

partikleid (SNALP, stable nucleic acid lipid particles). SNALPid koosnevad ioniseeritud lipiididest,

2 http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_056634.pdf
3 https://www.lifetechnologies.com/ee/en/home/brands/product-brand/lipofectamine.html
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mis on protoneeritud vormis ja seovad negatiivselt laetud miRNAsid. See tdstab partiklite stabiilsust
seerumis tanu laengute neutraliseerimisele. SNALPe kasutati edukalt miR-34a transportimiseks
medulloblastoomi ja hulgimieloomi (multiple myeloma) rakkudesse in vitro (Di Martino et al., 2014).
Lisaks lipiidsetele vektorsiisteemidele on laialt kasutusel polimeeridel p&hinevad kandjad. Nende
pohiesindaja on polietileenimiin (PEI, polyethylenimine), mille protoneeritud kujul olevad
aminorihmad v@imaldavad siduda enda kiilge negatiivseid miRNAsid. PEI ja miRNAd moodustavad
omavahel komplekse, mida nimetatakse pollpleksideks (Zhang et al., 2013), kuid vorreldes
lipopleksidega ei ole polipleksid véimelised vabastama miRNAd tsttoplasmasse ilma endosoomi
ludsivate komponentideta (Tros de Ilarduya et al., 2010). Kahjuks pole neid mehhanisme siiani
piisavalt kirjeldatud (Adil et al., 2014).

Liposoomi kapseldatud ON —
RERSERRC Endosoomist
R 0 Marklaud-ligand SRR
L .
Otd ON & ’
ﬂ% N SIS
Ot o A o e
ﬁ(?(%o ¥ 'hf‘
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Joonis 6. MIRNA viimine rakku lipiidse nanopartikli abil. Kahekihilistesse liposoomidesse
kapseldatud miRNA ONid sisenevad rakkudesse endotsutoosi teel. Seejarel toimub endosoomist
vabanemine ja sihtmark-mRNA post-transkriptsiooniline inhibeerimine miRISC kompleksi kaudu.
MiRNA prekursoritega seondumiseks on vaja taiendavaid modifikatsioone, mis voimaldaksid ONide
liikumist tsitoplasmast tuuma (kohandatud Wang et al., 2015 jargi).
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Tabel 2. Uldkasutatavad nanokandjad miRNAde transportimisel

Materjal Haigus Sihtmérk-miRNA | Mehhanism | Viide

Paljad ON Metabolismi héired miR-122 Inhibeerimine | Lanford et al., 2010

Aptamer-ON Munasarjavahk let-7i Asendus Liuetal, 2012

LNK:

SiPORT NSCLC miR-34a Asendus Wu et al., 2011

NOV340 Maksavéhk miR-34a Asendus Bader, 2012

SNALP Medulloblastoom, hulgimieloom | miR-34a Asendus Di Martino et al., 2014

Poliimeerid:

PEI Kéaarsoolevahk miR-145, miR-33a | Asendus Ibrahim et al., 2011

PLGA B-rakkude limfoom miR-155 Asendus Babar et al., 2012

Dendrimeerid:

PAMAM Glioblastoom miR-21 Inhibeerimine | Ren et al., 2010

Looduslikud

polimeerid:

Atellokollageen | Soolevéhk miR-34a Asendus Tazawa et al., 2007
Lumfoom miR-135b Inhibeerimine | Matsuyama et al., 2011
Eesndarmevéhk miR-16 Asendus Takeshita et al., 2010

Anorgaanilised

kandjad:

Kullapartiklid Hulgimleloom miR-130b Inhibeerimine | Crew et al., 2012

Rénipartiklid Neuroblastoom miR-34a Asendus Tivnan et al., 2012
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Polimeersete nanokandjate hulka kuuluvad ka hargneva iseloomuga poliamidoamiini (PAMAM,
polyamidoamine) molekulid (Zhang et al., 2013). Nende stidamikus paiknevad tavaliselt ammoonium
(NHs) voi etuleendiamiin (EDA), mis annavad PAMAMile positiivset laengut ning lisaks
vOBimaldavad miRNAde vabanemist endosoomist tdnu oma puhverdusvdimele (Wu et al., 2013).
PAMAMI kasutati edukalt anti-miR-21 ja 5-fluorouratsiili (5-FU) viimiseks U251 glioblastoomi
rakkudesse, mille tulemusena kaivitus vahirakkude apoptoos (Ren et al.,, 2010). Rakkude
transfekteerimiseks kasutatakse PAMAMI erinevaid modifikatsioone ning kommertsiaalselt
saadavaid dendrimeeridel pdhinevad kit’e nagu PolyFect ja SuperFect (Wu et al., 2013).

Oluline l&bimurre miRNAde transportimisel saavutati polulaktiid-ko-glikoliidide (PLGA,
polylactide-co-glycolide) kasutuselevottuga (Zhang et al., 2013). PLGAd kuuluvad vees
mittelahustuvate pollmeeride hulka, mis on sarnaselt teistele polimeersetele nanokandjatele
katioonsed (Uchegbu, 2006). PLGAde suurim eelis on see, et nad véimaldavad miRNAde vabanemist
endosoomist teatud aja moddudes, mis tdstab oluliselt partikli vajaliku koeni jdudmise tGenéosust.
Samas voivad PLGAd siduda mitu erinevat oligonukleotiidi korraga ning neid on lihtne modifitseerida
(Zhang et al., 2013).

Lisaks sunteetilistele polumeersetele nanokandjatele kasutatakse miRNA transportimisel ka
looduslike polimeere nagu Kkitosaan, protamiin, atelokollageen ja valkude translokatsiooni
domadnidest périt peptiidid (Dang ja Leong, 2006). Sarnaselt teistele nanokandjatele on looduslikud
polumeerid katioonsed, jarelikult moodustavad nad negatiivselt laetud miRNAdega nanopartikleid.
Kahjuks on nende oluliseks puuduseks soovimatu immunogeensus (Zhang et al., 2013).

On ndidatud, et mitmed anorgaanilised tihendid moodustavad miRNAdega nanopartikleid. Nii nditeks
kinnitati miR-130b kulla partiklitele oligoetuleengliikooltiooli kaasabil ja transfekteeriti
hulgimieloomi rakkudesse ilma toksiliste kdrvalnahtudeta (Crew et al., 2012). Nende seas on ka
uudsed ranipartiklid (silica-based particles), mis on oluliselt odavamad ja madalama toksilisusega kui
orgaanilised kandjad (Bitar et al., 2012).

Hiljuti on hakatud terapeutilistel eesmarkidel kasutama rakku sisenevaid peptiide (RSP, CPP, cell-
penetrating peptides) mis suudavad toksilisust péhjustamata viia rakkudesse erinevaid bioloogilisi
uhendeid, sealhulgas nukleiinhappeid (Andaloussi et al., 2011; Ezzat et al., 2011). RSPd on
amfipaatsed, tavaliselt kuni 40 aminohapet pikad molekulid, mis sisenevad rakkudesse enamasti
endotsutoosi teel (Ezzat et al., 2011). Nende eeliseks on see, et bioloogilise vastuse saamiseks pole
vaja suurt ON konsentratsiooni (Ezzat et al., 2011), kuid sarnaselt eelpool mainitud kandjatega on

pohiliseks piiravaks teguriks madala efektiivsusega endosomaalsetest vesiikulitest vabanemine, mis
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viib enamuse RSP ja transporditavate molekulide lagundamiseni lisosoomides. Seda puutakse véltida
olemasolevatele peptiidele (tavaliselt transportan 10, TP10) keemiliste modifikatsioonide lisamisega
(Joonis 7), mis lisaks endosomaalsele vabanemisele tostavad ka RSPde aktiivsust seerumis
(Andaloussi et al., 2011; Ezzat et al.,, 2011). On teada, et klorokiini (CQ) lisamine seitsmenda
lusiinjaagile (Lys’) parandab endosomaalset vabanemist, steariinhappe lisamine TP10 N-
terminaalsele otsale tdstab RSPde aktiivsust seerumis (Andaloussi et al., 2011), lGsiini- ja
isoleutsiinjdékide asendamine TP10 ahelas ornitiini- ja leutsiinijadkidega kaitseb RSPsid seerumi
proteaaside toime eest (Ezzat et al., 2011), klorokiini derivaadi 4-kloro-7-(trifluorometudl)kinoliini
(QN) lisamine Lys’ kiilge suktsinuiiilhappe kaudu tdstab RSPde biosaadavust rakudes (Andaloussi et
al., 2011). Need modifikatsioonid viisid uudsete peptiidide PepFect 6 ja PepFect 14 kasutuselevdtuni.
Katsed on ndidanud, et nende ndol on tegemist efektiivsete transfektsioonireagentidega geneetilise
materjali transportimiseks erinevatesse rakkuliinidesse (Andaloussi et al., 2011; Ezzat et al., 2011).
Kéesolevas t66s kasutatakse miRNAde transportimiseks rakkudesse lipofektsioonireagendi siPORT
NeoFX ja kaks TP10 pdhjal arendatud RSP modifikatsiooni PepFect 6 ja PepFect14.
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Joonis 7. RSPde keemiliste modifikatsioonide struktuur PepFect 6 ja PepFect14 naitel. (1) Uks
esimeseid RSPsid — TP10. (2) suktsinudlitud trifluorometddlkinoliini derivaat — QN. (3) PepFect 3
saadakse steariinhape lisamisel TP10 N-terminaalsesse otsa. (4) trifluoromettulkinoliini derivaat
seotuna TP10 Lys’ kiilge. (5) PepFect 5 saadakse nelja QN molekuli kinnitamise kaudu nn liisiinipuu
kilge. (6) PepFect 6 struktuuris on N-terminaalse otsale lisatud veel steariinhapejaék — steartul. (7)
PepFect 14 struktuuris on lUsiini- ja isoleutsiinjadgid asendatud ornitiini- ja leutsiinijdékidega
(kohandatud Andaloussi et al., 2011 ja Ezzat et al., 2011 jargi).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA
2.1 T66 eesmérgid

Kéesoleva t66 eesmargiks oli voOrrelda kahe transfektsioonisiisteemi (peptiidkandjad ja
lipofektsioonireagent) sobivust miR-34a asendusravi arendamisel ning leida miR-34a uued
potentsiaalsed sintmérgid A549 ja PPC-1 rakuliinis.

2.2 Materjal ja metoodika
2.2.1 Kasutatud rakuliinid, s66tmed ja lahused

Katsetes kasutati inimese kopsu adenokartsinoomist périnevat rakuliini A549 ja eesn&armevahi
rakuliini PPC-1 (primary prostatic carcinoma). Rakke kasvatati 10 cm koekultuuri tassidel SANYO
inkubaatoris DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) s66tmes, millele oli lisatud 10% veise
loote seerumit (FBS, fetal bovine serum) ja 2% penitsilliini ja streptomitsiini lahust (PAA Cell Culture
Company) (T=37°C, CO2 5%, O2 20%).

Rakkude paljundamiseks aspireeriti sodde, lisati 1,5 ml 0,1% trlpsiini lahust ja inkubeeriti
termostaadis pool minutit. Seejérel lisati 3,5 ml sdddet tripsiini inhibeerimiseks, rakud suspendeeriti
ja kanti ~10 korda lahjendatult uuele tassile.

Rakkude transfektsiooni katsetes kasutati 20 UM miR-34a miimiku ja 1 mM RSPde stock lahuseid.
Rakud varviti Rathmell Lab protokolli pdhjal* ja selleks kasutati tabelis 3 toodud lahuseid ja nende

lahjendusi.

4 http://www.unc.edu/~rathmell/protocols.html (Actin Staining (Phalloidin): Immunoflourescence)
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Tabel 3. Rakkude varvimiseks kasutatud lahused ja nende lahjendused. Kdik lahused lahjendati
PBS puhvris (phosphate buffered saline) (Lonza).

Algne lahus Lahjendus vdi I6ppkonsentratsioon
37% paraformaldehiitd (PFA) (Applichem) | 4%
10% Triton X-100 (Rohm & Haas Co) 0,5%

1 mg/ml Alexa Fluor® 488 (A488) | 1:125, oli konjugeeritud phalloidiiniga
phalloidin (Invitrogen)
5 mg/ml 4'6-diamidino-2-fenidlindool | 1:4000
dihtdrokloriid (DAPI) (Roche)
Mounting Dye — EverBrite (Biotium)® -

2.2.2 Rakukultuuride transfektsioon

Rakkude transfekteerimiseks kasutati peptiidkandjaid (RSPd) PepFect 6 (PF6) ja PepFect 14 (PF14),
SIPORT™ NeoFX™ lipofektsioonireagenti (Invitrogen), ja miRIDIAN™ miRNA miimikuid: miR-
34a miimik, C. elegans’i cel-miR-67 negatiivne kontroll-miimik ja fluorestsentsmargisega cel-miR-
67-Dy547 miimik.
Transfektsiooniks kasvatati rakke 24 tundi 12-kannulisel koekultuuri plaadil kolmes korduses.
Transfektsiooni  kontrolliks kasutati lisaks cel-miR-67 negatiivsele kontroll-miimikule ka
fluorestsentsmargisega cel-miR-67-Dy547 miimikut. Optimaalne rakkude arv kannu kohta oli ~20000
rakku. Rakkude arvutamiseks segati kokku spetsiaalsel alusel 10 ul rakususpensiooni ja 10 pl
tripaansinist ning kasutati TC20™ automaatloendajat (Bio-Rad). Uhe kannu I6ppmaht oli 1 ml,
millest 38 pl moodustas rakususpensioon ja 962 ul DMEM.
Miimikud segati PF6 ja PFl4ga mittekovalentsete peptiidkomplekside moodustamiseks kolmes
paralleelis DMEMIis I6ppruumalani 1 ml.
Uhe paralleeli kohta kasutati jargmiseid lahuste koguseid:
0,75 pl miRNA miimik (20 uM) + 4,25 ul PF6 + 45 pl MQ vesi + DMEM (I16ppruumalani);
0,75 pl miRNA miimik (20 uM) + 2,56 pl PF14 + 46,69 pl MQ vesi + DMEM.

5 https://biotium.com/product/everbrite-hardset-mounting-medium/
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Peptiidkompleksite moodustumiseks inkubeeriti lahuseid 1 tund toatemperatuuril ja seejarel tilgutati
lahus 12-kannulisele koekultuuri plaadile kolmes korduses ning inkubeeriti 48 tundi 37°C juures. Cel-
miR-67-Dy547 miimiku inkubeerimise kestuseks oli 4 tundi 37°C juures.
Lipoplekside moodustamiseks lahjendati 3 pl siPORT NeoFX transfektsioonireagenti 50 ul Opti-
MEM® sootmes ja inkubeeriti toatemperatuuril 10 min. Seejarel lahjendati 3 pl (20 uM) miR-34a
miimikut 50 pl Opti-MEMis ja segati siPORT-Opti-MEM lahusega ning inkubeeriti 10 min.
Samamoodi lahjendati ka cel-miR-67 negatiivne kontroll-miimik ja cel-miR-67-Dy547 miimik.
Saadud lipopleksid tilgutati 12-kannulisele koekultuuri plaadile kolmes korduses. Uhe reaktsiooni
I6ppruumala oli 1 ml ja miimiku I6ppkonsentratsioon 30 nM. Inkubeerimise kestuseks oli 48 tundi ja
4 tundi cel-miR-67-Dy547 miimiku jaoks 37°C juures.
Iga rakuliini kohta olid Uihes transfektsioonikatses jargmised katsepunktid:

3 kannu: miR-34a miimiku ja PF6ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: miR-34a miimiku ja PF14ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: miR-34a miimiku ja siPORTiga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67 ja PF6ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67 ja PF14ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67 ja siPORTiga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67-Dy547 ja PF6ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67-Dy547 ja PF14ga transfekteeritud rakud,

3 kannu: cel-miR-67-Dy547 ja siPORTiga transfekteeritud rakud,

3 kannu: transfekteerimata rakud,

3 kannu: transfekteerimata rakud, varvitud A488 ja DAPIga

2.2.3 Rakkude fluorestsentsvarvimine ja visualiseerimine

12-kannulisel koekultuuri plaadil 24 tundi kasvanud rakke pesti kaks korda 500 ul 1X PBSga ning
fikseeriti 30 min lisades 500 pl 4% PFAd. Parast fikseerimist pesti rakke (iks kord 1X PBSga ning
inkubeeriti 10 min lisades 500 ul 0,5% Triton X-100. Seejarel pesti kaks korda 1X PBSga ja
inkubeeriti 10 min lisades 30 pul A488 konjugeeritud phalloidiiniga. Parast seda pesti rakke kaks korda
1X PBSga ja inkubeeriti 10 min lisades 50 pl 40X DAPI. Seejérel pesti rakke kaks korda 1X PBSga
ja sulundati klaasile lisades 20 pl EverBrite lahust.

Edaspidi vaadeldi rakke fluorestsentsmikroskoobis ning visualiseeriti Imaris tarkvara abil.
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2.2.4 RNA eraldamine

Totaalse RNA eraldamiseks kasutati miRNeasy Mini kit’i (QIAGEN). RNA eraldamine toimus tootja
protokolli jargi. Rakud lutsiti QIAzol® llisireagentiga. Selleks lisati igasse kannu 700 pl QIAzol’,
inkubeeriti toatemperatuuril 5 min ning tosteti ludsitud rakud uude tuubi. Igasse tuubi lisati 140 ul
kloroformi, raputati 15 sek, inkubeeriti toatemperatuuril 2 min ja tsentrifuugiti (12000 x g, 15 min 4
°C). Ulemine vedeliku faas tsteti uude tuubi, lisati 525 ul 96% etanooli ja segati hoolikalt. Seejirel
tosteti 700 ul proovi RNeasyMini spin kolonni ja tsentrifuugiti (8000 x g, 15 sek). Kolonni lisati 700
ul RWT puhvrit ning tsentrifuugiti 8000 x g juures 15 sek. Siis lisati 500 ul RPE puhvrit ning
tsentrifuugiti uuesti (8000 x g). Seda etappi korrati 2 korda: esimene kord tsentrifuugiti 15 sek ja teine
kord 2 min. Seejarel tdsteti kolonnid uuesse tuubi ja kuivatati proovid tsentrifuugides neid 13000 x g
juures 1 min. RNA elueeriti 50 ul MQ veega tsentrifuugides 8000 x g juures 1 min. Eraldatud totaalne
RNA sdilitati 1,5 ml tuubides -80°C juures.

2.2.5 RNA konsentratsiooni ja kvaliteedi md6tmine

Totaalse RNA kontsentratsiooni mdddeti Nanodrop-1000 (Thermo Scientific) spektrofotomeetriga.
Mootmiseks voeti 1 ul vees lahustatud totaalset RNAd. Transfekteeritud rakukultuuri RNAde
keskmine kontsentratsioon oli 35,1 ng/ul.

RNA kvaliteeti kontrolliti Agilent 2200 TapeStation susteemiga. Transfekteeritud rakukultuuri RNA
terviklikkuse véartused (RIN, RNA integrity number) jaid vahemikku 5,5-7,2.

2.2.6 RNA mikrokiibi analiiiis

PF14 ja siPORT NeoFX abil transfekteeritud PPC-1 rakkude ekspressiooniprofiile uuriti lluminaHT-
12 kiibi abil. Kiibikatses kasutati miR-34a ja negatiivset kontrollmiimikut. Iga katsepunkt oli
esindatud kolme bioloogilise kordusena. Kvaliteedikontrolli 1&8binud RNAde (RIN>6,5)
ekspressioonianaliiiis viidi 1ibi TU EGV tuumiklaboris vastavalt tootja (lllumina) protokollile.
Antisense RNA siinteesimiseks kasutati Illumina® TotalPrepTM Amplification kit'i (Ambion, USA)
ning algmaterjalina 200 ng RNAd, mis amplifitseeriti ja biotiniileeriti vastavalt tootja protokollile.
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Kiibid skaneeriti HiScanSQ skanneriga ning t06tlemata signaalid eksporditi Illumina Genome
Studio’sse™ (Illumina, USA).

2.2.6.1 Ekspressiooniandmete tootlus, normaliseerimine ja statistiline analiiiis

Esmane andmete to6tlemine toimus programmiga Genome Studio™ (lllumina). Et vahendada mitte-
bioloogilistest faktoritest tulenevat variatsiooni, ekspressiooniandmed kvantiil-normaliseeriti. Kokku
olid kiibil andmed 34 693 geeni kohta. Andmete edasine analliis toimus R tarkvara (R Language and
Environment for Statistical Computering 3.0.3) abil. Esiteks filtreeriti valja liiga madala
(ebausaldusvéirse) ekspressioonitasemega geenid (signaali detekteerimise p-vddrtus>0,05). Selle
tulemusena jai edasisse analtlisi 12602 geeni PF14 ja 12618 geeni siPORT'iga tehtud katsetes.
Ekspressiooni véértused viidi logaritmilisele skaalale ja tsentreeriti, teisendades andmed
keskvaartuste ldhedale. MiR-34a miimiku toimel muutunud ekspressiooniga geenid tuvastati t-testi
abil kasutades Bioconductor Limma paketti.
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2.2.7 MiR-34a transfektsiooni kontroll
2.2.7.1 cDNA sintees

Proovidest eraldatud totaalse RNA pdhjal sunteesiti cDNA First Strand Synthesis Kit’i (Thermo
Scientific) ja kommertsiaalsete TagMan miRNA praimerite abil vastavalt tootja protokollile (Applied
Biosystems) (Tabel 4). Paralleelselt viidi Iabi RT- kontrollreaktsioon, kuhu ei lisatud revertaasi. Kik
reaktsioonid inkubeeriti kdigepealt 30 min 16°C, siis 30 min 42°C, seejarel 5 min 85°C ja séilitati 4°C

juures (Tabel 5). Reaktsiooni 16ppruumalaks oli 10 pl, millest 1 pl moodustas RNA.

Tabel 4. cDNA siinteesi reaktsiooni segu

Reagent Maht (ul)
5X reaktsiooni puhver 2
250 mM Tris-HCI (pH 8,3), 250 mM KCI, 20 mM MgCls,

50 mM DTT

RiboLock Rnaasi inhibiitor (20 U/ul) 0,5
10 mM dNTP mix 1
M-MuLV poéordtranskriptaas (20 U/pul) 1
RT praimer 1
RNA 1
MQ vesi 3,5
Kogumaht 10

Tabel 5. cDNA siinteesi reaktsiooni programm

Temperatuur (°C) | Aeg (min)
16 30

42 30

85 5

4 00

28



2.2.7.2 Kvantitatiivne reaal-aja PCR (QRT-PCR)

MiR-34a miimiku ekspressiooni modtmiseks kasutati kvantitatiivset reaal-aja PCRi masinat (ABI
Prism 7900HT, Applied Biosystems) ja kommertsiaalseid TagMan miRNA sonde: miR-34a, let-7a ja
RNU48 (Applied Biosystems) ning universaalset gPCR reaktsiooni segu (Solis BioDyne) (Tabel 4).
Negatiivse kontrollreaktsioonina (NTC) kasutati ilma cDNAta reaktsioonisegu potentsiaalse saastuse
tuvastamiseks. Kaik reaktsioonid tehti kolmes korduses ja inkubeeriti kasutades 384 optilist plaati
(MicroAmp, Applied Biosystems) 15 min 95°C juures, millele jargnesid 40 tsiiklit 15 sek 95°C ja 1

min 60°C juures (Tabel 5). lIga reaktsiooni I6ppruumalaks oli 10 pl.

Tabel 4. qRT-PCRI reaktsiooni segu

Reagent Maht (ul)
5X Hot Firepol probe gPCR mix | 2
TagMan miR assay 0,3
cDNA 1

MQ vesi 6,7
Kogumaht 10

Tabel 5. qRT-PCRI reaktsiooni programm

Temperatuur (°C) | Aeg Tsuklite arv
95 15 min | 1

95 15sek |40

60 1min |40

4 o0 -
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2.2.8 MiR-34a sihtméarkgeenide ekspressiooni uurimine
2.2.8.1 MiR-34a sihtmarkgeenide valimine ekspressioonikiibi pdhjal ja praimerite disain

Lisaks varem eksperimentaalselt kinnitatud miR-34a sihtmérkgeenidele (BCL2, CDK6, E2F3, MET
ja SIRT1) valiti RNA mikrokiibi tulemuste pohjal valja 5 geeni (ARHGAP1, AXL, CDC25A, FOSL1
ja PDGFRA). Valiku kriteeriumid olid jargmised:
1) ekspressioon alla surutud vahemalt 2 korda nii PF14 kui ka siPORT katses
2) allaregulatsiooni p-vaartuse jéargi top 50 hulgas (erandiks on PDGFRA PF14 katses)
3) kirjanduse pohjal osalevad miR-34a regulatsioonirajas voi on otsesed sihtmargid
Nende geenide suhtes disainiti praimerid Primer3® programmi abil vastavalt jargmistele
parameetritele:

e Optimaalne sulamistemperatuur: 60°C

e PCRIi produkti pikkus alla 250 ap
Saadud praimerite jarjestused on toodud eraldi tabelis (Tabel 6). Endogeense kontrollina kasutati
jargmiseid geene: 18S, ACTB ja GAPDH.

Tabel 6. MiR-34a sihtméarkgeenide ekspressiooni kontrolliks kasutatud praimerite jarjestused

Geen Forward-praimer Reverse-praimer
ARHGAP1 | 5-TGCAGGATGATCTGACCTTG-3' | 5-GGTCATCCCACTTCAGGTGT-3'
AXL 5-AGCATCCTGGAGCCAGAGTA-3' | 5-GGATAGTGGTCAGCCAGCTC-3'

CDC25A 5-GAGATCGCCTGGGTAATGAA-3' | 5-TGCGGAACTTCTTCAGGTCT-3'
FOSL1 5-CGGCCAAGTGCAGGAACC-3 5-GGAGGGTGTGGTCATGAGTG-3'
PDGFRA | 5-GAAGCTGTCAACCTGCATGA-3' | 5-CTTCCTTAGCACGGATCAGC-3'

6 http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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2.2.8.2 cDNA siintees

Proovidest eraldatud totaalse RNA pdhjal stinteesiti cDNA Maxima First Strand Synthesis Kit’i abil
vastavalt tootja protokollile (Thermo Scientific) (Tabel 7). Paralleelselt viidi l&bi RT-
kontrollreaktsioon, kuhu ei lisatud MaximaMix’i ning potentsiaalse saastuse tuvastamiseks NTC
reaktsiooni, kuhu ei lisatud RNAd. Kd&ik reaktsioonid inkubeeriti kdigepealt 10 min 25°C, siis 30 min
50°C, seejarel 5 min 85°C ja séilitati 4°C juures (Tabel 8). Reaktsiooni I6ppruumalaks oli 20 pul, millest
1 ul moodustas RNA.

Tabel 7. Maxima cDNA sunteesi reaktsioonisegu

Reagent Maht (ul)
5X reaktsiooni puhver | 4
MaximaMix 2

RNA 1

MQ vesi 13
Kogumaht 20

Tabel 8. Maxima cDNA slinteesi reaktsiooni programm

Temperatuur (°C) | Aeg (min)
25 10

50 30

85 )

4 00
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2.2.8.3 MiR-34a sihtmarkgeenide gRT-PCR

MiR-34a miimiku sihtmérkgeenide ekspressiooni médtmiseks kasutati kvantitatiivset reaal-aja PCRi
masinat (ABI Prism 7900HT, Applied Biosystems) ja kommertsiaalseid EvaGreen® reagente (Solis
BioDyne) ning eelnevalt disainitud praimereid (Tabel 6) vastavalt tootja protokollile (Solis BioDyne)
(Tabel 9). Koik reaktsioonid tehti kolmes korduses ja inkubeeriti kasutades 384 optilist plaati
(MicroAmp, Applied Biosystems) 15 min 95°C juures, millele jargnesid 40 tstiklit 15 sek 95°C, 20
sek 62°C ja 20 sek 72°C juures (Tabel 10). Paralleelselt viidi labi RT- ja NTC kontrollreaktsioonid.

Iga reaktsiooni 16ppruumalaks oli 20 pl.

Tabel 9. qRT-PCRI reaktsioonisegu

Reagent Maht (ul)
5X Hot Firepol EvaGreen gPCR Mix Plus | 4
Forward-praimer 0,5
Reverse-praimer 0,5
cDNA 1

MQ vesi 14
Kogumaht 20

Tabel 10. gRT-PCRI reaktsiooni programm

Temperatuur (°C) | Aeg Tsuklite arv
95 15 min | 1

95 15sek |40

62 20 sek |40

72 20 sek |40

4 0 -

32



2.2.8.4 gRT-PCRIi andmete statistiline analtits

Reaal-aja gPCRi transfektsiooni ja sintmarkgeenide ekspressiooni andmeid analusiti SDS 2.2.2. ja
RQ Manager (Applied Biosystems) programmide abil. Et hinnata ekspressioonitasemete muutusi
kasutati vordleva lavitstkli (C: - cycle threshold) meetodit, mis pdhineb fluorestsentsi intensiivsuste
erinevustel kontroll- ja uuritava proovi vahel. C; on tsuklite arv, mis on vajalik kindla signaalitugevuse

lave saavutamiseks. qRT-PCRi andmeid vaadeldi RQ Manager’i poolt pakutud lavitasemete suhtes.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU
3.1 Transfektsioonististeemide vordlus

Kéesoleva t06 Uheks eesmargiks oli vdrrelda kahe transfektsioonisiisteemi (peptiidkandjad ja
lipofektsioonireagent)  sobivust ~ miR-34a  asendusravi  arendamisel.  Selleks  viidi
fluorestsentsmargisega cel-miR-67-Dy547 miimik kopsuvahi- (A549) ja eesnddrmevahirakkudesse
(PPC-1) kasutades RSPd (PF6 ja PF14) ja lipofektsioonireagenti (siPORT). Neli tundi pérast
transfektsiooni vaadeldi rakke fluorestsentsmikroskoobis (Joonis 8). Leiti, et kdige efektiivsem
transfektsioonireagent on PF14, kuigi slnteetiliste ONide efektiivseks transportimisel rakkudesse
tootasid ka PF6 ja siPORT.

=
"\\ . "

P
% »
o .
% 20.0 um
L pL L I,

A549

PPC-1

Transfekteerimata PF14 SIPORT

Joonis 8. Cel-miR-67-Dy547 miimiku transfektsiooni A549 ja PPC-1 rakkudesse ja anallils
fluorestsentsmikroskoobis. Rakud varviti DAPI ja Alexa Fluor 488 konjugeeritud phalloidin
varvidega. Cel-miR-67-Dy547 miimiku signaal tuvastati TexasRed (TxRed) filtriga. Suurendus: 40x.
Pildid visualiseeriti Imaris programmi abil.

3.2 MiR-34a miimiku transfektsiooni kontroll

Kontrollimaks MiR-34a miimiku transfektsiooni, moddeti miR-34a ekspressioonitaset
transfekteeritud A549 ja PPC-1 rakkudes gRT-PCRi abil. Andmete normaliseerimiseks kasutati
endogeense kontrollina let-7a ja RNU48 ekspressiooni ja kontrollkatsena transfekteeriti mélemad
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rakuliinid negatiivse kontrollmiimikuga. Omavahel vorreldi miR-34a miimiku ja negatiivse
kontrollmiimikuga transfekteeritud rakkudes miR-34a taset vordleva lavitsikli meetodi abil.
gRT-PCRI tulemuste analtls nditas, et 48 tundi peale transfektsiooni on miR-34a ekspressioonitase
mdlemas rakuliinis markimisvaarselt tdusnud (Joonis 9). RQ Manager’i abil arvutati vilja, et
vorreldes negatiivse kontrollmiimikuga muutus transfekteeritud rakkudes miR-34a ekspressioon
sOltuvalt kasutatavast transfektsioonireagendist jargmiselt:
A549 rakuliinis:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 3690 korda kdrgem ekspressioon

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 6310 korda kdrgem ekspressioon

e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 2600 korda kérgem ekspressioon
PPC-1 rakuliinis:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 8470 korda kdrgem ekspressioon

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 28960 korda kdrgem ekspressioon

e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 5280 korda kérgem ekspressioon

Need tulemused on kooskdlas cel-miR-67-Dy547 miimiku transfektsioonikatsetega. Jarelikult sobivad

ka miR-34a miimiku transpordiks A549 ja PPC-1 rakkudesse nii lipofektsioonireagent siPORT kui ka
peptiidkandjad PF6 ja PF14. Nendest kbige efektiivsem transfektsioonireagendiks osutus PF14.
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Joonis 9. Amplifikatsiooni diagramm. PF6, PF14 ja siPORTiga transfekteeritud A549 ja PPC-1
rakkudes on naha suurt miR-34a ekspressioonitaseme tdusu. Roheline ja punane horisontaaljooned

tahistavad lavitaset. Naidatud on kolme erineva katse tulemused. Negmim - negatiivne
kontrollmiimik.
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3.3 MiR-34a sihtmarkgeenide ekspressiooni analliis

Antud t60 teiseks eesmargiks oli leida miR-34a uued potentsiaalsed sihtmargid A549 ja PPC-1
rakuliinis. Seda osa uuringust teostati kahes etappis. Kdigepealt kontrolliti miR-34a miimiku toimet
varem eksperimentaalselt kinnitatud sihtmarkgeenide (BCL2, CDK6, E2F3, MET ja SIRT1)
ekspressioonile. Selleks maarati PF6, PF14 ja siPORTiga transfekteeritud A549 ja PPC-1 rakkudes
gRT-PCRi abil miR-34a sihtmarkgeenide ekspressioonisignaale. VOrdluseks maéérati
ekspressioonitasemete  muutusi  negatiivse  kontrollmiimikuga  transfekteeritud  rakkudes.
Sihtmarkgeenide ekspressiooni hindamiseks valiti valja kolm erinevat endogeenset kontrolli (18S,
ACTB ja GAPDH), mille puhul on varem ndidatud korge ja stabiilne ekspressioonitase (Pérez et al.,
2007; Liu et al., 2005; Vajda et al., 2013, Ohl et al., 2005).
Kasutades kolme endogeense kontrolli keskmist leiti, et vdrreldes negatiivse kontrollmiimikuga
transfekteeritud rakkudega muutus 48 tundi peale transfektsiooni sihtmarkgeenide ekspressioon
jargmiselt (Joonis 10):
A549 rakuliinis:
1. BCL2:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 2,03 korda madalam ekspressioon
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 3,75 korda madalam ekspressioon

e sSiPORTiga transfekteeritud rakkudes — 1,33 korda kdrgem ekspressioon*

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,18 korda kdrgem ekspressioon*
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 7,14 korda madalam ekspressioon

¢ SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 2,94 korda kdrgem ekspressioon*

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 3,23 korda kdrgem ekspressioon*

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 1,72 korda madalam ekspressioon

e siPORTIga transfekteeritud rakkudes — 1,16 korda madalam ekspressioon
4. MET:

Andmed puuduvad

5. SIRT1:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,32 korda madalam ekspressioon

e PF1l4ga transfekteeritud rakkudes — 1,26 korda madalam ekspressioon
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e SIPORTIga transfekteeritud rakkudes — 2,18 korda madalam ekspressioon

PPC-1 rakuliinis:
1. BCL2:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 4,44 korda madalam ekspressioon
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 4,65 korda madalam ekspressioon

e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 1,24 korda madalam ekspressioon

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 2,67 korda madalam ekspressioon
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 5,68 korda madalam ekspressioon

e sSiPORTiga transfekteeritud rakkudes — 1,32 korda madalam ekspressioon

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 8,33 korda madalam ekspressioon
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 4,52 korda madalam ekspressioon
e sSiPORTiga transfekteeritud rakkudes — 1,27 korda madalam ekspressioon
4. MET:
PF6 ja PF14 kohta andmed puuduvad
e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 5,15 korda madalam ekspressioon
5. SIRTIL:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 3,27 korda madalam ekspressioon
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 4,1 korda madalam ekspressioon
e sSiPORTiga transfekteeritud rakkudes — 1,66 korda madalam ekspressioon
Lahknevused geenide ekspressioonis (tahistatud tarniga) ja andmete puudus MET geeni kohta véivad
olla seotud A549 rakuliini omapara (nditeks oli endogeense miR-34a tase A549 rakkudes kdrgem Kui

PPC-1 rakkudes), MET geeni vdga madala ekspressioonitaseme ja endogeense kontrolli valikuga.
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Joonis 10. Sihtmarkgeenide suhteline ekspressiooni tase miR-34a miimiku ja kontrollmiimikuga
transfekteerimisel A549 ja PPC-1 rakuliinis. Ekspressioonitasemed mdaérati 48 tundi peale
transfektsiooni. Joonisel on néidatud kolme erineva transfektsiooni keskmine. Veapiirid téhistavad
standardhalvet 34a — miR-34a miimik; negmim — negatiivne kontrollmiimik.

Need tulemused néitavad, et miR-34a miimikuga transfekteeritud A549 ja PPC-1 rakkudes on miR-

34a ekspressioonitase tdusnud ja sihtméarkgeenide ekspressioonitase enamasti alla surutud.
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3.4 RNA mikrokiibi analiitis

MiR-34a sihtmarkgeenide uuringu teises etapis teostati mikrokiibi analtlis eesmérgiga leida uued
sobivad sihtmarkgeenid miR-34a toime hindamiseks ja kontrollida nende ekspressiooni qRT-PCRiga.
Selleks teostati hiipoteesivaba ekspressiooniuuring, kus uuriti kbikide geenide ekspressiooni muutust
Illumina kiibi abil. Kiibikatses kasutati PF14 ja siPORTiga transfekteeritud PPC-1 rakkude RNA
proove, mis olid labinud kvaliteedikontrolli (RIN>6,5) (Joonis 11).

A549 A549 A549 A549 PPC-1 PPC-1 PPC-1 PPC-1
PF14 PF14 siPORT siPORT PF14 PF14 siPORT  siPORT
34a neg 34a neg 34a neg 34a neg

RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN® RIN®
7,01 691 iS5 1691 (691 W2 Ll 7.0

34,7 31,7 503 34,9 36,5 47,2 42,9 37,2
ng/ul ng/ul ng/pl ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul ng/ul

Joonis 11. RNA kvaliteedikontrolli tulemused. 34a — miR-34a miimik; neg — negatiivne
kontrollmiimik.

MiR-34a miimiku toimel muutunud ekspressiooniga geenide hulgast (p-vaartus<0,05) (Tabel 11)
valiti vélja viis geeni (ARHGAP1, AXL, CDC25A, FOSL1 jaPDGFRA), mille ekspressiooni kontrolliti
gRT-PCRiga. Valiku kriteeriumid olid jargmised:
e ekspressioon alla surutud vahemalt 2 korda nii PF14 kui ka siPORTiga transfekteeritud
rakkudes
o allaregulatsiooni p-vaartuse jargi top 50 hulgas (erandiks on PDGFRA PF14 katses)
o Kkirjanduse pdhjal osalevad miR-34a signaaliradades v0i on otsesed sihtmérgid

Geenide ekspressiooni muutused on néidatud heat map’ina (Joonis 12, 1k 43, 44).
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Tabel 11. MiR-34a toimel enimmuutunud ekspressiooniga geenid. Tabelis on toodud 30
statistiliselt olulisima ekspressioonitaseme muutusega geeni. logFC tahistab geenide ekspressiooni
muutust kordades logaritmilisel (log2) skaalal. Punasega on t&histatud edaspidiseks analtitisiks vélja
valitud geenid (kandidaatgeenid). P-vaartus on mitmese testimise suhtes korrigeeritud FDR (False
Discovery Rate) meetodil.

A. PFl14ga transfekteeritud rakud

# logFC | Korrigeeritud p-vaartus
CASC1 4.35 0.000127
FOSL1 -2.31 0.000820
TK1 -2.32 0.000946
ECM2 2.84 0.000946
CDT1 -1.76 0.000946
ZNF323 1.84 0.000946
AKR1C4 2.30 0.000946
AKR1B10 2.72 0.000946
DDIT4 1.85 0.000946
TBC1D13 -1.66 0.000946
AKR1C3 1.84 0.000946
CDK4 -1.59 0.000946
ALDH3A1 2.13 0.000946
EFNB1 -1.41 0.000946
CD68 -1.98 0.000946
PCOLCE2 -1.70 0.000951
ARHGDIB -1.51 0.000951
MCM?2 -1.80 0.000951
SERPINB7 2.24 0.001008
SNX12 -1.28 0.001008
CDC25A -1.52 0.001008
HAPLN1 -1.36 0.001008
ANKRD46 1.71 0.001008
E2F2 -1.62 0.001008
MYB -2.16 0.001008
ARHGAP1 -1.88 0.001023
FAR2 -1.61 0.001065
NAT15 -1.36 0.001065
FAM127B -1.48 0.001065
AXL -2.10 0.001065
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Tabel 11 (jatkub).
B. siPORTiga transfekteeritud rakud

# logFC | Korrigeeritud p-vaartus
LRRC6 1.52 0.008277
TMEFF2 -2.89 0.008277
PDGFRA -2.13 0.008277
VAV3 1.48 0.008277
SYT1 -1.83 0.008277
ZNF323 1.28 0.008277
IL22RA1 2.67 0.008277
ZNF3970S -2.74 0.008277
CDK6 -1.26 0.008277
CLUL1 1.86 0.008277
IGFBP5 1.57 0.008277
CA9 -1.40 0.008277
HTR2B 1.44 0.008277
SERPINI1 1.04 0.009732
NUP210 -2.23 0.010601
AKR1C3 1.08 0.011369
FOSL1 -1.66 0.011369
NARS?2 1.20 0.011369
CDC25A -1.27 0.011369
LRRC31 4.25 0.011369
ARHGAP1 -1.03 0.011369
ENC1 1.03 0.011369
BOLA2B -2.87 0.011369
EFCBP1 1.98 0.011369
FAMS55C 2.89 0.011758
ADPRH -2.84 0.011758
RSPH1 2.85 0.011758
GINS3 -1.21 0.011758
PTP4A3 1.50 0.011947
SH3PXD2A -1.19 0.012162
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PF14 34a PF14 negmim

Joonis 12. Geenide ekspressiooni muutused PFl4ga (A) ja siPORTiga (B) transfekteeritud
rakkudes. Sinise vérv tahistab iga geeni puhul keskmisest madalamat ja punane varv kdrgemat
ekspressiooni. Punaste nooltega on ndidatud kandidaatgeenid. 34a — miR-34a miimik; negmim —
negatiivne kontrollmiimik. Joonisel on naidatud 50 statistiliselt kdige olulisema muutusega geeni.
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siPORT negmim siPORT 34a
Joonis 12 (jatkub). Geenide ekspressiooni muutused PFl4ga (A) ja siPORTiga (B)
transfekteeritud rakkudes. Sinise varv tahistab iga geeni puhul keskmisest madalamat ja punane
varv kdrgemat ekspressiooni. Punaste nooltega on néidatud kandidaatgeenid. 34a — miR-34a miimik;
negmim — negatiivne kontrollmiimik. Joonisel on ndidatud 50 statistiliselt kdige olulisema muutusega
geeni.

Need tulemused néitavad, et miR-34a vdib osaleda paljudes signaaliradades ja reguleerida otseselt voi
kaudselt nii onkogeene kui ka tuumorsupressorgeene. MiR-34a miimiku toimetamine A549 ja PPC-1
rakkudesse mdojutab oluliselt paljude geenide ekspressiooni, mille hulgas on lisaks varem
eksperimentaalselt Kkinnitatud miR-34a sihtmarkidele (CDK6 jt) ka wuued potentsiaalsed
sihtmérkgeenid.

44



3.5 Kandidaatgeenide kontroll gRT-PCRI abil

RNA mikrokiibi tulemuste pdhjal valiti valja viis geeni (ARHGAP1, AXL, CDC25A, FOSL1 ja
PDGFRA), mille ekspressiooni muutust valideeriti gRT-PCRi abil PF6, PF14 ja siPORTiga
transfekteeritud A549 ja PPC-1 rakkudes. Vordluskatseks kasutati negatiivse kontrollmiimikuga
transfekteeritud rakke ning endogeensete kontrollidena 18S, ACTB ja GAPDH geene. Leiti, et 48 tundi
parast transfektsiooni oli sihtmarkgeenide ekspressioon vorreldes negatiivse kontrollmiimikuga
muutunud jargmiselt (Joonis 13):
A549 rakuliinis:
1. ARHGAP1I:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,44 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 3,85 korda madalam ekspressioon (p-véartus<0,0001)
¢ SiPORTiIga transfekteeritud rakkudes — 1,72 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
2. AXL:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,2 korda madalam ekspressioon (p-véértus<0,0001)
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 4,67 korda madalam ekspressioon (p-véartus<0,0001)
e SiPORTiIga transfekteeritud rakkudes — 1,48 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
3. CDC25A:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 2,29 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 2,26 korda madalam ekspressioon (p-vééartus<0,0001)
e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 2,1 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
4. FOSL1:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,49 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 2,08 korda madalam ekspressioon (p-véartus<0,0001)
¢ SiPORTiIga transfekteeritud rakkudes — 2,61 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
5. PDGFRA:
e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,48 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
e PF1l4ga transfekteeritud rakkudes — 1,001 korda madalam ekspressioon (p-vaartus=0,5016)
e siPORTIga transfekteeritud rakkudes — 1,47 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
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PPC-1 rakuliinis:

1. ARHGAP1I:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,19 korda madalam ekspressioon (p-vaartus=0,3581)

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 3,66 korda madalam ekspressioon (p-véartus=0,0085)

¢ SiPORTiIga transfekteeritud rakkudes — 1,72 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
2. AXL:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 2,00 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 3,56 korda madalam ekspressioon (p-véartus<0,0001)

e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 6,58 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
3. CDC25A:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 1,33 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 4,17 korda madalam ekspressioon (p-vééartus<0,0001)

e SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 3,08 korda madalam ekspressioon (p-vaartus=0,0135)
4. FOSLI1:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 2,92 korda madalam ekspressioon (p-véaartus=0,1354)

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 5 korda madalam ekspressioon (p-véértus<0,0001)

¢ SiPORTIga transfekteeritud rakkudes — 3,28 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
5. PDGFRA:

e PF6ga transfekteeritud rakkudes — 3,12 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)

e PFl4ga transfekteeritud rakkudes — 3,56 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)

¢ SiPORTiIga transfekteeritud rakkudes — 3,44 korda madalam ekspressioon (p-vaartus<0,0001)
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Joonis 13. Kandidaatgeenide ekspressiooni muutus A549 ja PPC-1 rakuliinis.
Ekspressioonitasemed maérati 48 tundi peale transfektsiooni. Iga katse teostati kolmes korduses ning
graafikul on ndidatud katsete keskmine. Veapiirid tahistavad standardhélvet. 34a — miR-34a miimik;
negmim — negatiivne kontrollmiimik.

Peaaegu kdikide geenide puhul dnnestus kiibil nédhtud allaregulatsiooni effekt valideerida. Ainsaks

erandiks oli PDGFRA PFl4'ga transfekteeritud A549 rakkudes, mille tase j&i praktiliselt

muutumatuks.
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3.6 Jareldused

1. MiR-34a miimiku toimetamiseks véhirakkudesse sobivad nii lipofektsioonireagent siPORT
kui ka peptiidkandjad PF6 ja PF14. Nendest kdige efektiivsem transfektsioonireagent on PF14.
2. MiR-34a miimiku transfektsioon tdstab miR-34a konsentratsiooni mitu suurusjarku, mistottu
mojutab oluliselt sihtmarkgeenide ekspressiooni. Hiipoteesivaba RNA mikrokiibikatse ja
gRT-PCRI abil kontrollitud sihtméarkgeenide ekspressiooni muutuste tulemused on omavahel
kooskdlas. A549 ja PPC-1 erinev miR-34a ekspressioonitase ja endogeense referentskontrolli
valik vOib mdjutada sihtmérkide arvutatud ekspressioonitaset, kuid enamasti on

sihtmarkgeenide ekspressioonitaseme muutus samasuunaline.
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Kokkuvote

MiRNAd on endogeensed, mittekodeerivad ja korgelt konserveerunud, tavaliselt 18-25 nukleotiidi
(nt) pikad RNA molekulid, mis reguleerivad post-transkriptsiooniliselt geenide ekspressiooni.
Uuringud néitavad, et need vdikesed RNAd reguleerivad rakkude differentseerumist ja
proliferatsiooni ning korvalekalded miRNAde normaalsest ekspressioonist on seotud
tumorigeneesiga. Seetbttu pakkuvad nad huvi terapeutiliste meetodite arendamisel ja mdned
miRNAdel p&hinevad ravimid on joudnud ka kliiniliste katseteni.

Kéesoleva t66 eesmargiks oli vorrelda kahe transfektsiooniststeemi (peptiidkandjad ja
lipofektsioonireagent) sobivust miR-34a asendusravi arendamisel ning leida miR-34a uued
potentsiaalsed sintmérgid A549 ja PPC-1 rakuliinis.

RNA mikrokiibi abil leiti miR-34a uued potentsiaalsed sihtmargid ning kasutades kvantitatiivset
reaal-aja PCRI hinnati miR-34a miimikuga transfekteeritud rakkudes sihtmérkgeenide (ARHGAPL,
AXL, CDC25A, FOSL1 ja PDGFRA) ekspressioonitaseme muutusi. Tulemuste analliisimise kaigus
leiti, et lipofektsioonireagent siPORT ning peptiidkandjad PF6 ja PF14 sobivad miR-34a efektiivseks
transpordiks vahirakkudesse. Nendest kbige efektiivsem transfektsioonireagent on PF14. Samuti leiti,
et miR-34a miimiku transfektsioon tGstab markimisvaarselt miR-34a konsentratsiooni ja véhendab
sihtmarkgeenide ekspressioonitasemeid vahemalt kaks korda.

Saadud tulemuste pdhjal vdib vaita, et leitud sintmérkgeenide suhtes on voimalik kasutada mdlemaid

transfektsioonisiisteeme edasises t06s asendusteraapia arendamisel.
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The comparison of microRNA delivery systems in A549 and PPC-1 cells.
Alex Brjalin

Summary

MicroRNAs (miRNAS) are a class of small non-coding RNAs, which regulate gene expression at the
post-transcriptional level and may play a key role in tumorigenesis. Studies have shown that thousands
of protein-coding genes are regulated by miRNAs, indicating that miRNAs are master regulators of
many important biological processes, such as cell cycle regulation, cell differentiation and apoptosis.
In cancer, hundreds of miRNAs are known to have dysregulated expression. The discovery of many
miRNA targets and their relevant oncogenic pathways has contributed to the development of miRNA-
based therapeutics.

The aim of this thesis was to analyze the compatibility of miRNA delivery systems (cell-penetrating
peptides and lipofection agent) in the context of the development of miRNA replacement therapy as
well as to find novel miR-34a targets in A549 and PPC-1 cells.

A RNA microarray was performed in order to find novel miR-34a targets in both cell lines. As a result
a significant change in expression was detected in five genes (ARHGAP1, AXL, CDC25A, FOSL1 and
PDGFRA). This discovery was later reconfirmed with a gRT-PCR analysis, which showed a
considerable manyfold change of candidate gene expression after the transfection with miR-34a
mimic. Moreover, it turned out that both delivery systems are suitable for efficient miRNA
transfection, although CPP PF14 results prove higher efficacy.

Altogether these results indicate that CPPs (PF6 and PF14) and lipofection agent (SiPORT) can be

used in the development of miRNA replacement therapy as miR-34a carriers.
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	2.2.7 MiR-34a transfektsiooni kontroll
	2.2.7.1 cDNA süntees
	2.2.7.2 Kvantitatiivne reaal-aja PCR (qRT-PCR)
	2.2.8 MiR-34a sihtmärkgeenide ekspressiooni uurimine
	2.2.8.1 MiR-34a sihtmärkgeenide valimine ekspressioonikiibi põhjal ja praimerite disain
	2.2.8.2 cDNA süntees
	2.2.8.3 MiR-34a sihtmärkgeenide qRT-PCR
	2.2.8.4 qRT-PCRi andmete statistiline analüüs
	3. TULEMUSED JA ARUTELU
	3.1 Transfektsioonisüsteemide võrdlus
	3.2 MiR-34a miimiku transfektsiooni kontroll
	3.3 MiR-34a sihtmärkgeenide ekspressiooni analüüs
	3.4 RNA mikrokiibi analüüs
	3.5 Kandidaatgeenide kontroll qRT-PCRi abil
	3.6 Järeldused
	Kokkuvõte
	Summary
	TÄNUAVALDUSED
	Kasutatud kirjandus

