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KASUTATUD LUHENDID

BRCA 1 human breast cancer type 1

BRCA 2 human breast cancer type 1

DRE digital rectal examination

HER2 human epidermal growth factor
receptor 2

MRT MRI, magnetic resonance
tomography

PC-3 human prostate cancer cell-line

pfu plaque forming unit

PSA prostate-specific antigen

TRUS transrectal ultrasound

4T1 mammary carcinoma cell-line

inimese rinnavahialge tiitip 1

inimese rinnavahialge tiiiip 2

digitaalne transrektaalne
soolepalpatsioon

inimese epidermaalse kasvufaktori
retseptor-tiitip 2

magnetresonantstomograafia

inimese eesndadrmevahi rakuliin

faagilaikude arv

eesnddrmespetsiifiline antigeen

transrektaalne ultraheli

hiire piimandarmevahi rakuliin




SISSEJUHATUS

Igal aastal diagnoositakse maailmas iile 14 miljoni uue vahijuhu ning sureb tle 8 miljoni
inimese. Hinnanguliselt 30% surmadest on vélditavad tervisilike eluviiside ja vahki
pShjustavate viiruste vastasel vaktsineerimisel’, kuid lisaks sellele saab vihki suremust
markimisvaarselt langetada haiguse varajase diagnoosimise ja Oigeacgse raviga (Barton ja
Harris, 1999; Moyer, 2012).

Uldjoontes koosneb varajane diagnoosimine kahest peamisest komponendist: iildine
teadlikkus varajaste siimptomite osas (nt emakakaela- ja rinnavahi korral) ning rutiinsete
soeluuringute 1dbiviimine (ebaselgete siimptomite korral). Nii on sageliesinevate véhiliikide,
meestel eesnddrmevihi ja naistel rinnavahi (Siegel jt., 2014) varajaseks avastamiseks vilja
tootatud mitmeid meetodeid, mille kasutamine laiaulatuslikes soeluuringutes on kiisitav kalli
hinna, keerukuse, madala usaldusvaédrsuse voi tehnoloogiast tuleneva ohu tdttu (Berg jt.,
2014; Harvey, 2006; Miller jt., 2003; Moyer, 2012; Orel, 1998; Zarkovski ja Ausmees, 2009;
Velonas jt., 2013).

Vihiteraapia on juba aastakiimneid panustanud tdppisravimite arendusse, et vdhendada
tugevalt tsiitotoksiliste véhiravimite kdrvalmojusid (Browder jt., 2000; Samoylova jt., 2006).
Kasutades faagidisplei (phage display) meetodit on edukalt identifitseeritud mitmeid
véhirakkude pinnal olevaid retseptoreid ja nendega seonduvaid lingande (Sugahara jt., 2010).
Sellest tulenevalt eeldasime antud magistritods, et vahispetsiifilised peptiidid annavad
erinevaid kvantitatiivseid tulemusi pérast ringlemist terves ja kasvajaga hiire veres. Need, nn
vihidiagnostilised peptiidid omavad kasvajaspetsiifilisi motiive, mis vdimaldavad seonduda

eelkdige vihiraku pinnal olevate retseptoritega (Ruoslahti, 2002b).

Selleks, et kontrollida, kas vihispetsiifiliste peptiidide hulk terves ja kasvajaga hiire veres
erineb parast kindlaksmédratud ajaperioodi, viis kdesoleva magistritoé autor 1dbi mitmeid
jarjestikke in vivo faagidisplei katseid, millest saadud tulemuste pohjal valideeriti lon Torrent

ja gPCR meetodil vilja koige suuremaid kvantitatiivseid erinevusi ndidanud peptiide.

Antud magistritoo tehti TU Bio-ja siirdemeditsiini instituudi Vihibioloogia uurimisgrupis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kasvajate iildiseloomustus

Kasvaja ehk tuumor on geneetilise materjali mutatsioonidest tingitud proliferatsiooni- ja
diferentseerumishdire, mille tulemuseks on kontrollimatu rakkude kasv, kiipsemine ja
paljunemine. Selle tagajérjel tekib ebanormaalne rakulis-koeline moodustis ehk tuumor.
Téhtis on rohutada, et protsess on kontrollimatu, sest erinevaid koevohandeid tekib ka
mitmete teistsuguste patoloogiliste protsesside korral nagu pdletikud, regeneratsioon,
hiipertoofia, hiiperplaasia jne. Kuid sellistel juhtudel on vohangud organismi kontrolli all ja
omavad kaitsekohastuslikke iilesandeid (Mesila jt., 2012).

Nii vahiravis kui ka diagnostikas on oluline teha vahet paha- ja healoomulistel kasvajatel.
Esimesed neist on ilma meditsiinilise sekkumiseta letaalsed, kuna annavad siirdeid ehk
metastaase teistesse kudedesse, mille tottu tekivad mitmed uued haiguskolded. Healoomulised
kasvajad pohjustavad soltuvalt oma paiknemiskohast kas lihtsalt kosmeetilisi voi talitluslikke
probleeme. Seda vilja arvatud juhul, kui healoomuline kasvaja paikneb endokriin- voi
kesknérvisiisteemis, kus lokaalse mdju tottu voib kasvaja olla eluohtlik vaatamata oma teistele
tunnustele, mis pahaloomulise kasvaja arengu ja vilimuSega ei iihti. Pahaloomulise kasvaja
pohiliseks erinevuseks healoomulisest on invasiivne kasv ehk voime tungida naaberkudedesse
ja eelnimetatud uute kasvajakollete ehk siirete andmine algkoest kaugemale. Selleks
kasutavad véhirakud dra organismi vere- vdi limfiringet, mis vdimaldab metastaseeruda iile
kogu keha (Liotta ja Stetler-Stevenson, 1991). Pahaloomulised tuumorid on harilikult ka
kiirema kasvuga ning sealsetes rakkudes esineb sageli nekroosi ehk koekdrbumist (Mesila jt.,
2012; Proskuryakov ja Gabai, 2010). Kuid koik vahitiiiibid ei moodusta alati kasvajaid —

erandiks on niiteks leukeemia”.

Jargnevalt on kirjeldatud, mis juhtub, kui terve rakk muutub véhirakuks (Joonis 1). Inimese
keha koosneb mitmetest eri tiilipi rakkudest, mis kasvavad ja jagunevad viga tépselt
kontrollitud viisil, et tagada organismi terviklikkus ja to6voime. Kui aga rakud jadvad vanaks
voi saavad kahjustada, siis nad surevad ning asendatakse mitootilisel teel uute rakkudega.
Mitoosis olevad rakud sisenevad rakutsiiklisse, kus nende geneetiline materjal duplitseerub ja
selle tagajarel tekivad kaks uut sama funktsiooniga tiitarrakku. Selleks, et keha kasvamine ja
areng toimuksid veatult, on organismil mitmeid meetmeid, mis kontrollivad, et uued

duplitseerunud tiitarrakud oleksid terved, funktsioneeriksid normaalselt ja replitseeruksid
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kontrollitud Kiirusega. Lisaks signaalidele, mis indutseerivad rakke mitoosi minema, on ka
signaale, mis kédsivad neil kasvamine 1opetada (Hanahan ja Weinberg, 2011; Weinberg, 1995).
Téiendavalt on jagunevatel rakkudel kindel replikatsioonilimiit, mis on tuntud ka Kkui
Hayflick-i nahtus. Hayflick-i ndhtus varieerub olenevalt rakutiiiibist, kuid normaalne inimese
rakk on véimeline jagunema 40-60 korda (Hayflick, 1965). Koik rakud, mis ei talitle vastavalt
vOi milles esinevad parandamatud vead, suunatakse apoptoosi. Selline pidev rakkude
uuenemine, viljavahetamine ning erinevad parilikud ja mitteparilikud tegurid voivad aja
jooksul endaga kaasa tuua mutatsioonide kuhjumise raku DNA-s. Kui muudatused
pdhjustavad vigu eelnevalt mainitud rakke reguleerivates jagunemisprotsessides, siis ei pruugi
defektsed rakud minna Gigeaegselt apoptoosi voi moodustatakse juurde rakke, mida keha ei
vaja. Selle tulemusena voivad tekkida nn kasvajarakud (Burkhart ja Sage, 2008; Hanahan ja
Weinberg, 2011). Vaatamata sellele, et immuunsiisteem on pidevalt valmis hdvitama keha
jaoks vooraid muteerunud rakke, vdivad moned véhirakud olla védlimuselt vdga sarnased
tervetele rakkudele. Just see omapédra voimaldab véhirakkudel modda hiilida ka

immuunsiisteemist"".

Loputu rakujagunemine

Kasvusupressorite

Rakusurma valtimine A
valtimine

Angiogeneesi Invasioon ja
indutseerimine metastaseerumine

Replikatiivne surematus

Joonis 1. Vihiraku tunnused. Illustreeriv joonis. Vilja on toodud kuus pd&hilist tunnust, mille poolest vihirakk
erineb tervest rakust. Pahaloomulise kasvaja arenguks piisab juba ainult kahe tunnuse olemasolust (Hanahan ja
Weinberg, 2011). Tdlgitud eesti keelde.



1.2. Vibhistatistika ja -diagnostika

1.2.1. Enamlevinud vihitiiiibid meestel ja naistel

Hinnanguliselt on iga neljas surm Ameerika Uhendriikides seotud vihi vdi viimase ravi
tiisistuste tagajirjel. Kuigi iildise teadlikkuse tdusu ja ennetustod tulemusena on viimastel
aastatel védhisurmade arv langenud 1-2% vorra, prognoositakse ainuiiksi Ameerika
Uhendriikides 2014. aastaks iile 585 000 surmaga 1dppevat juhtumit (Siegel jt., 2014).
Teadaolevalt on kdigest 5-10% vahijuhtumitest otseselt pdrilikud ning ilejadnud 90-95%
tulenevad elustiilist ja erinevatest keskkonnafaktoritest. Suurimaks haigust soodustavaks
faktoriks on iilekaalulisus (30-35%), suitsetamine (25-30%) ja nakkused (15-20%) (Anand jt.,
2008).

American Cancer Society prognoosib, et 2014. aastal esineb meeste seas koikidest
pahaloomulistest kasvajatest koige enam eesnddrmevéhki (27%) ja naiste seas rinnavahki
(29%), v.a erinevad nahavéhi tiitibid. Eesti Véhiregistri kdige uuemate andmete (2009. a)
kohaselt oli Eestis nende vihitiitipide osakaal vastavalt 26% ja 18%. Eesti uuema statistika
puudumise tdttu on tabelis 1 vilja toodud kiimme sagedasemat véhitiitipi Ameerika
Uhendriikides. Ulekaalukalt on meeste seas suurimaks probleemiks eesniirmevihk. Sarnast

tendetsi voib nédha ka naistel rinnavéhi korral (Siegel jt., 2014).

Tabel 1. Kiimne sagedaseima vihitiiiibi prognoositavad esmasjuhtud 2014. aastaks Ameerika
Uhendriikides. Arvestamata on jietud basaal- ja skvamoosrakuline nahavihk ning in situ kartsinoom (v.a
kusepdievihk) (Siegel jt., 2014). Talgitud eesti keelde.

Hinnangulised uued juhud

Mehed Naised

Eesnaare 233,000 27% Rind 232,670 29%

Kops ja bronhid 116,000 14% Kopsud ja bronhid 108,210 13%

Sool 71,830 8% Sool 65,000 8%

Kusepis 56,390 7% Kusepdis 52,630 6%

Melanoom 43,890 5% Kilpnaare 47,790 6%

Neerud ja neeruvaagen 39,140 5% Mitte-Hodgkini limfoom 32,530 4%
Mitte-Hodgkini lumfoom 38,270 4%, Melanoom 32,210 4%
Suudbs ja neel 30,220 4% Neerud ja neeruvaagen 24,780 3%
Leukeemia 30,100 4% Pankreas 22,890 3%

Maks ja sapijuha 24,600 3% Leukeemia 22,280 3%

Koik paikmed 855,220  100% Koik paikmed 810,320 100%




1.2.2. Rinnavihi diagnostika

Rinnavéhk ehk rinnandirme pahaloomuline kasvaja on iiks kdige sagedamini esinevaid
vahivorme naistel ning vdga harvaesinev meestel (Brinton jt., 2008). Rinnandire koosneb
rasv-, side- ja naarmekoest, mis on jagatud sagarikeks. Naiste nddrmesagarikest suunduvad
nibusse piimajuhad ja suurem osa vihikolletest (75%) saabki alguse piimajuhade
limaskestast, harvem nddrmesagarikest (5-10%)". Igal aastal diagnoositakse Eestis iile 600
rinnavihi esmase juhu, neist iile 30% on haigus avastamise hetkel kaugelearenenud (Aareleid
jt., 2005). Rinnavéhk ei pruugi varajases staadiumis anda selgeid siimptomeid. Enamikel
juhtudel esineb turse, valulikkus, nahamuutus voi tihend rinnas, vahel ka kaenlaaluses
piirkonnas. Hilisemas faasis v0ib mérgata rinna voi nibu asendi, kuju voi virvi muutust.
Lisaks voib esineda rinnanibu sissetdommet ning ohumargiks on ka nibukaudne eritis voi

veritsus (Padrik ja Everaus, 2013).

Rinnavihi varajasel diagnoosimisel on oluline roll rinnavéhi sdeluuringutel. Valdavalt on
pohilisteks meetoditeks pindmine 1dbikatsumine ehk palpatsioon ja rindade rontgenuuring ehk
mammograafia. Kui vdhirakud ei ole tunginud timbritsevatesse kudedesse, on ravi efektiivsus
98-100%". Kuna kasvajatiiki ja mitteohtliku tsiisti erinevus pole mammograafia abil tihti
eristatav, siis on andmete kinnitamiseks vaja 1abi viia lisauuringud, naiteks biopsia. Umbes
20%-1 haigusjuhtudest ei suuda mammograaf olemasolevat vahkkasvajat leida ning pidevate
kontrollimiste ohuks on tehnoloogiast tulenev korge kiirgusdoos (Barton ja Harris, 1999).
Seetdttu viiakse alla 30-aastaste ja rasedate korral 1dbi ultraheliuuringuid, vahel ka
mammograafilise leiu tdpsustamiseks. Kuna ultraheli meetod ei ole nii tundlik haiguskollete
suhtes, siis ei kasutata seda rutiinsetes sdeluuringutes. Kui on kahtlus aga mitme véahikolde
olemasolule {ihes rinnas, siis kasutatakse lisauuringutena magnetresonantstomograafiat
(MRT), mille kdrge tundlikkus aitab paremini planeerida operatsiooni. MRT miinuseks on
korge hind ja madal spetsiifika, mis ei voimalda vahet teha hea- ja pahaloomulisel kasvajal
(Berg jt., 2014; Harvey, 2006; Orel, 1998).

Lisaks on tdheldatud, et umbes 20-30%-l haigetel patsientidel on kasvajas inimese
epidermaalse kasvufaktori retseptor-tiitip 2 (HER2, human epidermal growth factor receptor-
type 2) iileproduktsioon. See retseptor reguleerib rinnanddrme epiteelrakkude arengut ja
kasvu. Viga HER2 geenis pdhjustab retseptorite rohkust, mis omakorda kiirendab agressiivset
tiilipi rinnavéhkide progresseerumist (De Abreu jt., 2014; Mitri jt., 2012). Tadiendavalt tehakse
ka geneetilisi sdeluuringuid, mis on kasutusel kdrgema riskifaktoriga naiste puhul, kelle
lahisuguvosas on esinenud rinnavahijuhtumeid. Geenitestide abil on véimalik leida muutusi
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nditeks inimese rinnavahialge tiitip 1 ja 2 geenides (BRCAL ja BRCA2, human breast cancer
type 1 ja 2), mis on seotud 90% péritavate rinnavéhijuhtudega. Kuigi geenitest annab tdpse
tilevaate vdhi soodumusest, on siiski tegu veel isnagi kalli ja mitte nii laialtlevinud
meetodiga. Naistel, kellel on vigane BRCA geen, on viis korda kdrgem risk haigestuda
rinnavdhki. Hinnanguliselt on kdigest 5-10% rinnavéhi juhtudest périlikud (Easton, 1999;
Gage jt., 2012).

1.2.3. Eesnidirmevihi diagnostika

Eesnddrmevahk on selgelt kdige levinum vahitiilip meestel. Varajases arengustaadiumis olev
eesnddrmevihk on tldiselt edukalt ravitav, kuid digeaegse diagnoosimise teeb keeruliseks
selgete stimptomide puudumine. Sagedamini voivad tekkida urineerimishdired, mis on
pohilisteks vaegusteks ka eesnddrme healoomulise kasvaja ehk prostatiidi puhul. Harvem voib
esineda verd spermas voi uriinis (Miller jt., 2003). Koige Kindlam ja usaldusvéddrsem
diagnostiline meetod on eesnddrme biopsia ehk koetiiki votmine parasoole kaudu. Enamasti
viiakse seda ldbi ainult eelnevate uuringute pdhjal tekkinud reaalse kahtluse korral, kuna
protseduuriga kaasneb tdsine infektsioonioht ning kdorvalndhtudena voib esineda
parakukaudset veritsust ja valulikkust. Alternatiivsete vdimalustena on kasutusel mitmed
viaheminvasiivsed meetodid nagu digitaalne transrektaalne soolepalpatsioon (DRE, digital
rectal examination) voi transrektaalne ultraheli (TRUS, transrectal ultrasound). Samuti
aitavad tdiendavalt kudede anomaaliaid tuvastada MRT vdi kompuutertomograafiaga. Siiski
on meetoditel omad puudused nagu korge hind, protseduuri keerukus, korvalndhud ja madal
spetsiifilisus (Miller jt., 2003; Zarkovski ja Ausmees, 2009; Velonas jt., 2013).

Rutiinse molekulaardiagnostilise meetodina on 1986. aastast eesnddrme laiaulatusliku
soeluuringuna kasutatud PSA-teste (prostate-specific antigen, eesnadrmespetsiifiline
antigeen), mis on siiani tdpseim ja levinuim veremarker, mida kasutatakse erinevate
eesndarmehaiguste diagnostikas (Zarkovski ja Ausmees, 2009). PSA on spermat vedeldav
ejakulaat, mida esineb viikestes kogustes meeste vereseerumis. On tdheldatud, et erinevate
eesnidrmeprobleemide puhul PSA niitaja veres tduseb (Lilja, 2003; Velonas jt., 2013). Uhe
uuringu kohaselt on tegu siiski ebausaldusvéirse testiga ning potentsiaalne kasu ei kaalu iiles
valepositiivsete diagnooside ja sellest tulenevate ravi korvalmdjude kahjulikkust. Statistiliselt

suudab PSA-test dra hoida koigest 0-1 surma 1000-st uuringu labinud mehest (Moyer, 2012).
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1.3. Faagidisplei
1.3.1. Uldmehhanism

Faagidisplei on meetod, mis uurib valk-valk, valk-peptiid ja valk-nukleiinhappe vahelisi
interaktsioone, kasutades baktereid nakatavaid viiruseid ehk bakteriofaage. Rakupinnal
olevate peptiidide uurimine ja nende dratundmine on oluline, et arendada tappisravimeid ning
tohusamaid diagnostilisi meetodeid erinevate haiguste, sh viahkkasvajate vastu (Sergeeva jt.,
2006). Nii nagu viahk, on heterogeensed ka vihiga seotud biomarkerid, mis on iseloomulikud
erinevatele kasvajatiivedele. Need véhispetsiifilised peptiidid raku pinnal vdi vereringes
voimaldavad anda olulist informatsiooni vahi diagnoosimisel — pahaloomulisus, kasvukiirus,
staadium jne (Ruoslahti, 2002a; Samoylova jt., 2006). Veel tisnagi hiljuti tugines voitlus
vdhiga ainult empiirilistele koekultuuri- ja loommudelitele. Kuid sealt saadud andmed ei
voimaldanud usaldusvéirselt prognoosida, kui kiirekasvulise kasvajafenotiiiibiga oli tegu ning
kui potentsiaalne on metastaaside teke. Paljudel juhtudel alustati koheselt viga agressiivsete
ravimeetoditega. Sellistel puhkudel olid sagedased erinevad tiisistused, mida pdhjustasid
suured ravimidoosid (Browder jt., 2000; Ruoslahti, 2002a).

Faagidisplei iildine kontseptsioon ndeb vilja selline, et faagi kattevalku kodeerivasse geeni
lisatakse huvipakkuvat peptiidi kodeeriv. DNA jarjestus. Kuna genotiilip on seotud
fenotiitibiga, siis ekspresseeritakse peptiid faagi partikli pinnale (Smith, 1985). See vdoimaldab
luua suuri faagiraamatukogusid, kus faagide pinnal saab kuvada piiramatul hulgal erinevaid
peptiidseid jarjestusi. Raamatukogudest omakorda selekteeritakse in vitro voi in vivo katse
abil vilja huvipakkuvad peptiidid, mis seonduvad uuritava sihtmérgiga. Seejdrel pestakse dra
mittespetsiifiliselt seondunud faagid ning pérast seda on vodimalik allesjadnud
sihtmérkspetsiifiliste ligandidega faage paljundada E. coli-s. Nii voib 1dbi viia mitmeid
selektsiooniringe, et afiinsuse alusel vilja soeluda koige tugevamalt seonduvaid pinnaligande
(Joonis 2). Selekteeritud ligande saab {iksikasjalikumalt uurida ja identifitseerida
sekveneerimise teel (Pande jt., 2010; Sergeeva jt., 2006).

11



T7 kapsiidi geen 10B

ligandi

jarjestus
PAKKIMINE

» l

RAAMATUKOGU %\ g q; X SIHTMARK-
SELEKTSIOON faagiraamatukogu SEONDUMINE

* ¢
“a .!\ _,*{
-
.X\/% ‘3'5 ;E kasvajaraku

Aﬁrg p & ‘. retseptor

AMPLIFIKATSIOO‘\ A}UETAPP

E. colis

)

Joonis 2. Bakteriofaag T7 faagidisplei selektsioon. T7 kapsiidivalku kodeerivasse geeni 10B sisestatakse
peptiidi  kodeeriv.  DNA  jérjestus, mis ekspresseeritakse faagi pinnale. Jérgnevalt viiakse libi
sihtmirkseondumine, mille abil soelutakse vidlja uuritava sihtmérgiga seonduvad peptiidid ning
mittespetsiifilised faagid pestakse &dra. Korgema afiinsusega seondujate leidmiseks viiakse 1dbi mitmeid
selektsiooniringe. Joonis tehtud (Krumpe ja Mori, 2006) pdhjal.

1.3.2. Bakteriofaagi T7 eelised

Faagidispleis kasutatakse mitmeid bakteriviiruseid. Esimesed viirused olid filamentsed
bakteriofaagid M13 ja fd. Tegu on paljuski sarnaste liisogeensete SSDNA genoomiga
viirustega, mis kasutavad paljunemiseks peremeesorganismina E. coli. Kuna liisogeensed
viirused bakterirakku ei liitisi, siis peab faagi pinnale lisatud (polii)peptiidi modifitseerima.
See on vajalik viiruse viljumiseks nakatunud E. coli-st ilma viimase rakumembraani
1ohkumata. Selline t66tlemine aga ei sobi koikidele valkudele, mistdttu seab see piirangud

uuritavate peptiidide osas (Russel, 1991).

Eelkirjeldatud probleemide viltimiseks on alternatiivse lahendusena edukalt kasutusele
voetud faag T7". T7 on liiiitilise paljunemistsiikliga dsSDNA genoomiga bakteriviirus, mis
sarnaselt eelnevatega paljuneb nakatades E. coli rakke. Lisaks sellele on T7 faagi lihtne
kasvatada ja see replitseerub kiiremini kui filamentsed faagid M13 ning fd. Kdigest kolme
tunni moddudes tekivad 37 °C juures faagilaigud ja kaks tundi parast T7-ga nakatamist liitisub
E. coli vedelsootmes. Selline tempo aitab méargatavalt kokku hoida aega, mis kuluks mitmete
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selektiivsete kasvatamisseeriate libiviimiseks"". M13 eeliseks on seevastu suuremate valkude
kuvamise voimalus. Pikemate insertsioonide puhul kasvatab faag M13 lihtsalt pikema

kattevalkude kihi kui T7, et mahutada suuremat genoomi (Russel, 1991).

1.3.3. Faagiraamatukogu in vivo selekteerimine

Faagidispleid on rutiinselt kasutatud, et selekteerida peptiidsetest faagiraamatukogudest
potentsiaalseid kandidaate, mis seonduvad uuritavate biomolekulidega. In vitro katsed on
aidanud identifitseerida ja uurida mehhanisme, mis on seotud erinevate retseptor-ligand
interaktsioonidega. Kuid in vitro selekteerimine ei arvesta mitmete oluliste niianssidega nagu
immuunsiisteem ja arvukad rakutiiiibid, mis omavad tahtsat rolli tdppisravimite arenduses ja
diagnostikas. Nii on viimaste aastakiimnete jooksul joudsalt arenenud faagiraamatukogude
selekteerimine koekultuurides, mis voimaldab kiiret ja efektiivset spetsiifiliste omadustega
ligandide isoleerimist vaiksest hulgast rakkudest (Hong ja Clayman, 2000). Kasutades
koekultuuri rakke, on edukalt isoleeritud mitmeid kasvajaspetsiifilisi peptiide. On leitud, et
kasvaja veresoontes esineb mitmeid vahispetsiifilisi biomarkereid, mida seostatakse
angiogeneesi ehk veresoonkonna kasvu ja arenguga, mis on vajalik véhi Kiiretempolise kasvu
jaoks  (Ruoslahti, 2002). Seejuures peptiidid, mis seonduvad integriinidega
(transmembraansed retseptorid), on voimelised tungima raku sisemusse (Gao jt., 2003;
Sugahara jt., 2010; Teesalu jt., 2009).

Elusorganismide keerukuse tottu on mitmed koekultuurist selekteeritud véhidiagnostilised
peptiidid in vivo Kkatsetes pdrunud. Seetdttu on hakatud peptiide in vivo selekteerima
erinevates  elusorganismides, mis ei vaja otseselt mingisuguseid eelteadmisi
sihtmirkretseptorite osas. Uldine in vivo selekteerimise kontseptsioon nieb vilja selline, et
katselooma vereringesse siistitakse korge peptiidse mitmekesisusega faagiraamatukogu.
Seejarel lastakse kindlaksmaédratud ajaperioodil bakteriofaagide kloonidel organismi
vereringes ringelda. Jargnevalt teostatakse perfusioon ehk pesuetapp, et eemaldada
katselooma kehast mittespetsiifiliselt kinnitunud faagid. Allesjdénud kinnitunud faagid on
edaspidi holpsasti uuritavad, maédrates nende kontsentratsiooni erinevates tervetes voi
kasvajakudedes. Usaldusvédrsuse mottes tehakse enamasti mitmeid selektsiooniringe, mis
voimaldavad vilja tuua koige kdrgema afiinsusega faagi pinnal kuvatavaid peptiide (Joonis
3). Faagide kapsiidil oleva peptiidse jarjestuse hilisem sekveneerimine voimaldab vilja tuua

motiive, mis on seotud naiteks mone kindla haigusmarkeriga. Sarnast metoodikat kasutades

13



on leitud peptiide, mis kinnituvad kopsu (Rajotte ja Ruoslahti, 1999), rinna (Essler ja
Ruoslahti, 2002) ja teiste organitega (Kolonin jt., 2006). Lisaks on mitmete loommudelite
pohjal leitud kasvaja veresoonkonna spetsiifilisi markereid (D’Onofrio jt., 2014; Liang jt.,
2006).

FAAGIRAAMATUKOGU o
UNZNINE 2 .A.

Sistimine

Koespetsiifilisus
Seondunud
peptiidide rikastamine

Ringlemine/
vaskulaarne seondumine

1 2 3 Ring

Joonis 3. Skemaatiline in vivo faagidisplei raamatukogu selektsioon. Kdarge mitmekesisusega peptiidse
raamatukogu siistimine katselooma. Jérgneb tsirkulatsioonietapp, kus juhusliku jarjestusega peptiidid kinnituvad
rakkude pinnal ekspresseeritud retseptoritega homoloogia alusel. Pérast seda viiakse 1dbi vereringe perfusioon,
millega eemaldatakse mittespetsiifiliselt kinnitunud faagid. Jérelejddnud sihtmarkspetsiifilised faagid
elueeritakse uuritavast koest, amplifitseeritakse ning kasutatakse uues selekteerimisringis. Mitmete
selektsiooniringide ldbiviimine aitab esile tuua kdrgema afiinsusega peptiidid (Sergeeva jt., 2006). Tolgitud eesti
keelde.

Kdige pohjalikumalt on kirjeldatud CendR-motiivi (C-end rule) omavaid véhispetsiifilisi
peptiide. Tegu on peptiidi C-terminaalses otsas neljast aminohappest koosneva jarjestusega,
mis algab ja 10ppeb arginiini (R) voi liisiiniga (K) — R/IKXXR/K (X tdhistab mistahes
aminohapet). CendR-jarjestus seondub rakupinnaretseptoriga neuropiliin-1 (NRP-1), mis on
tileekspresseeritud kasvaja veresoonte rakkudes, soodustades angiogeneesi ning mdjutades
vaskulaarse lidbitavuse regulatsiooni ja nirvisiisteemi arengut. Uldiselt on normaalsete
veresoonte seinad ldbimatud, kuid kasvaja veresoontele on iseloomulik suurem
labilaskevoime. Vdhemalt osaliselt on see pdhjustatud ka vaskulaarse endoteeli kasvufaktori
(VEGF, vascular endothelial growth factor) mojust. Parast NRP-1-ga seondumist

transporditakse CendR-motiiviga peptiid rakku (Teesalu jt., 2009).

Enimuuritud CendR-jarjestusega peptiidid on RPAR ja RGDR/K ehk iRGD (internalizing,

sisenev-RGD). Molemad jérjestused on vdimelised tungima vahirakku, kinnitudes raku pinnal
olevate retseptoritega. Erinevalt RPAR-ist ei seondu IRGD koheselt NRP-1-ga. Algselt

seondub iIRGD av-integriinidega. Seejdrel viiakse rakupinnal olevate proteaaside poolt 14bi
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proteoliiiitiline  1dikamine, mille tottu kaotab IRGD suure o0sa oma esialgsest
seondumisaktiivusest integriinidele. Alles 16igatud peptiid on vdimeline seonduma NRP-1-ga,

mis transpordib lithenenud peptiidi 14bi veresoone seina kasvajasse (Sugahara jt. 2010).

Suur osa in vivo faagidisplei eksperimentidest viiakse 14bi erinevate hiireliinide peal. Siistides
neisse inimesest eraldatud kasvajarakuliine, on loodud mitmeid vihkkasvajate mudeleid. Nii
on tehtud kdhundarmevéhi mudel, et faagidisplei abil uurida healoomulise kasvaja muutumist
pahaloomuliseks (Joyce jt., 2003). Lisaks hiirtele on alternatiivselt kasutusele vdetud nii rotte,
putukaid kui ka kalu (Mullen jt., 2006; White jt., 2013; Work jt., 2006). Loommudelite abiga
saadud sihtméarkmotiivid ei ole siiski alati iiheselt iilekantavad loomadelt inimestele. Niiteks
vOib esineda liikidevahelisi lahknevusi sihtmérkide mustrites, kuna inimese ja hiire
vaskulaarsed retseptorid voivad erineda. Kuid on ka niiteid, kus loommudelite kasutamine

peptiidide valideerimisel on ennast homoloogia olemasolu korral digustanud (Arap jt., 2002).

2002. aastal jouti esimest korda nii kaugele, et sobivate peptiidide valideerimine viidi ldbi
patsiendis. Teadlaste sihtmarkideks olid arvukad inimese veresoonkonnas olevad retseptorid.
Ldppkokkuvdttes uuriti pea 50 000 peptiidset motiivi, mis kinnitusid erinevates organites.
Jargnenud suuremahuline analiilis kinnitas, et peptiidide jaotus kudedes ei olnud juhuslik ja

valideeriti mitmeid vaskulaarseid ligande (Arap jt., 2002).
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Kéesoleva magistritod praktilise osa eesmérgiks oli faagidisplei abil leida vahidiagnostilisi

peptiide, mille esindatus péarast veres ringlemist oleks erinev tervetes ja tuumoritega hiirtes.

1. Diagnoosida vereseerumist voetud proovi pohjal 4T1 tiilipi piimanadrmevihi
olemasolu BALB/c hiirtes, kasutades varasemalt kirjeldatud biomolekulidega

seonduvaid peptiide.
2. Leida de novo bakteriofaagil T7 kuvatavaid peptiide, mis vdimaldavad diagnoosida

vereseerumist voetud proovi pdhjal inimese eesnddrmevihi PC-3 olemasolu nude-

Fox1nu hiirtes.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. CX;C T7 415-1 raamatukogu

Peptiidiraamatukogu oligonukleotiidne jérjestus pandi kokku seitsme trinukleotiidse NNK-
bloki pdhjal, mille alusel kodeeritakse jargemodda seitse juhuslikku aminohapet. Voimalikult
suure mitmekesisuse saamiseks on igas NNK-blokis olev N (1. ja 2. positsioonis) juhuslikult
iiks neljast nukleotiidist - adeniin (A), timidiin (T), tsiitosiin (C) vo6i guaniin (G).
Stoppkoodonite vihendamiseks on K (3. positsioonis) kas tsiitosiin (T) vai guaniin (G). Nii
genereeritakse 10° erinevat peptiidset jarjestust, mille otstes on tsiisteiinid. Tslisteiinide vahel
moodustuvad disulfiidsillad, mille tdttu muutub viiruse kapsiidil kuvatav peptiidne jérjestus

tstikliliseks.

Informatsioon NNK CX;C T7 415-1 raamatukogu koostamise kohta on kittesaadav (Teesalu
jt., 2012) artikli metoodikas.

2.2.2. Faagi amplifitseerimise, puhastamise ja tiitrimise protokollid

E. coli bakterikultuuride (Novagen, USA) kasvatamine ja nendes bakteriofaagi T7
amplifitseerimine, puhastamine ja tiitrimine toimus vastavalt TU vihibioloogia labori
protokollidele (vt Lisa 1-3).

2.2.3. Peptiidi kodeeriva jirjestuse kloneerimine faagi T7 vektorisse

Oligonukleotiidid kloneeriti T7 multikloneerimissaiti, mis vastutab viiruse pinnale kuvatava
peptiidi ekspressiooni eest. Multikloneerimissait asub kapsiidivalku kodeeriva geen 10B
EcoR | ja Hind 11l Idikamissaitide vahel™. Kloneeritavate oligonukleotiidide paardumiseks
segati kokku komplementaarsed sense ja antisense oligonukleotiidid (Metabion, Saksamaa)
(Tabel 5 ja 6; vt Lisa 4-5) 1oppkontsentratsioonis 80 nM. Jargnevalt inkubeeriti segu 10 min
kuivtermoblokis (Biosan, Ldti) 80 °C juures ning seejarel liilitati termoblokk vélja ja jatkati
inkubatsiooni kuni toatemperatuurini jahtumiseni (~2 h). Siis lisati 1 pl paardunud
oligonukleotiide ligeerimissegusse 16ppmahus 5 upl, kus oli jirgmisi reagente vastavates
10ppkontsentratsioonides: 1digatud vektor (vector arms, 10 ng/ul; Novagen, USA), 1x T4
DNA ligaasi puhver ja T4 DNA ligaas (1 Weiss U/ul; Thermo Fisher Scientific Inc, USA).
Seejarel lasti reaktsioonil seista {ile6d toatemperatuuril, mille jarel lisati 5 pl T7
pakkimisekstrakti (Packaging Kit Extracts, Novagen, USA) ning inkubeeriti uuesti 2 h

ruumitemperatuuril.
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Kloneerimise onnestumise kontrollimiseks sekveneeriti kolooniad. Selleks lisati eelnevale
reaktsioonisegule 120 ul LB-d (Sigma-Aldrich Co, USA) ning tiitriti. Kolooniate tekkimisel
kaabiti pipetiotsikuga Petritassil olevast faagikolooniast materjali ja otsik asetati 10 minutiks
30 pl-sse 1x PBS-i (PAA, Austria) orbitaalloksutile (Biosan, Ldti). Seejarel valmistati
sekveneerimiseks ette reaktsioonisegu 10ppmahus 15 pl, mis sisaldas 1 ul faagi DNA-d PBS-
is (PAA, Austria) ja jargmisi reagente vastavates 10ppkontsentratsioonides: 1X HOT FIREPOL
Blend Master mix (Solis BioDyne, Eesti), praimerid (0,2 uM; Metabion, Saksamaa; Tabel 7;
vt Lisa 6). PCR-reaktsiooni labiviimiseks kasutati Eppendorf Master Cycler Nexus

(Eppendorf AG, USA) termotsiiklerit ja programm oli jargnev:

95°C 12 min
95°C 30sek
50 °C 30 sek 35x
72°C 20sek
72°C 10 min
4°C STOPP

Proovid sekveneeriti Sangeri meetodiga Eesti Biokeskuse tuumiklaboris.

2.2.4. Invivo faagidisplei

Koik loomkatsed teostati loomakaitseseaduse kohaselt loomkatse loa nr 90 alusel (vt Lisa 10).
Koik loomkatsed viidi ldbi litsentsi omava TU vihibioloogia uurimisgrupi teaduri Tarmo

Molderi juhendamisel ja jarelvaatamisel.

Loomkatsed tehti emastes BALB/c vai isastes immuunpuudulikes karvututes nude-Fox1nu
hiirtes (Harlan Laboratories Inc, USA), kelle vanus (~2-6 kuud) ning kaal (~25-30 g BALB/c;
~28-34 g nude) katsetes varieerusid. Katsete kiigus kasutati 16 looma. Katsed teostati TU
arstiteaduskonna  vihibioloogia laboris, katseloomi hoiustati TU arstiteaduskonna
Biomeedikumi vivaariumis 12 tunni valguse/pimeduse tsiikli tingimustel, vaba juurdepddsuga

veele ja toidule.

Olenevalt katsest indutseeriti hiirtes nahaaluseid kasvajaid inimese eesnddarmevahi PC-3 voi
hiire rinnavihi 4T1 rakuliinidega’. Nahaaluse vihi indutseerimiseks siistiti ~10° viihirakku 5-

50 ul PBS-is (PAA, Austria) nahaaluselt looma alaseljale. Koigi implanteeritud

! Kasvajad indutseeris litsentsi omava TU véhibioloogia uurimisgrupi teadur Tarmo Mélder
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vahkkasvajatega hiirte heaolu hinnati igapaevaselt: seiresiisteem hdolmas kehahoiaku, kdnnaku
ja kasvaja suuruse ning seisundi hoolikat jalgimist ning loomi kaaluti ja palpeeriti iga kahe
paeva jarel. In vivo katse viidi 14dbi, kui kasvaja oli arenenud diameetrini 1,2 cm voi
kaalulangus tiletas 10% kehamassist. PC-3 mudeli puhul oli ajaperioodiks ~3 nédalat ja 4T1

mudelil ~10 pdeva pérast siistimist.

Katsete kaigus siistiti (Becton, Dickinson and Company, USA siistal 0,5 ml ja ndel 0,3 x 0,8
mm) katseloomade sabaveeni ~100 ul faagisuspensiooni PBS-is (PAA, Austria). Siistitav
faagisuspensioon ning veres ringlemise aeg soltusid konkreetsest katsest ning on tdpsemalt
Kirjeldatud iga katse juures eraldi. Parast faagisuspensiooni veres ringlemist Kkindla
ajaperioodi jarel siistiti (Becton, Dickinson and Company, USA siistal 0,5 ml ja ndel 0,3 x 0,8
mm) katselooma kohuodnde iildanesteetikumi Avertin (tribromoetanool) (Sigma-Aldrich Co,
USA). Uhe grammi katselooma kaalu kohta siistiti 10 pl 2,5%-st tribromoetanooli lahust?.
Anesteesia all oleva katselooma rindkere avamise jargselt koguti siidamest 200 pl verd
eelnevalt 0,5 M EDTA-s (Sigma-Aldrich Co, USA) pestud siistlaga (Becton, Dickinson and
Company, USA siistal 0,5 ml ja noel 0,3 x 0,8 mm), et viltida vere hiilibimist siistla noelas.
Vere voOtmise jarel katseloom hukati veretustamise teel. Veres ringelnud faagi tiitri
médramiseks lisati 200 pl verele 1 ml eelnevalt valmistatud LB sé6tme ja IGEPAL® CA-630
lahust (100:1) (Sigma-Aldrich Co, USA).

Léhtuvalt katse eesmérkidest eraldati 200 pl-st puhtast verest DNA. DNA (sh bakteriofaagi
DNA) eraldamiseks katselooma verest kasutati kommertsiaalset High Pure PCR Template
Preparation Kit'i (Roche Holding AG, Sveits). DNA puhastamine viidi libi vastavalt
kaasasolevale protokollile.

2.2.5. lon Torrent sekveneerimine ja andmeanaliiiis

Bakteriofaagil kuvatavate peptiidide kvantifitseerimiseks ja sekveneerimiseks kasutati teise
polvkonna korge lédbilaskevoimega lon Torrent sekveneerimisplatvormi (Thermo Fisher
Scientific Inc, USA). lon Torrent edastab saadud andmed FASTAQ failiformaadis, mille
analiiiisimisel kasutatakse laborisisest pdparser programmi®. Pdparser transleerib iga DNA

jarjestust kuues lugemisraamis ja otsib MLGDPNS motiivi, millele jérgnevad peptiidid

2 Valmistanud TU vihibioloogia laborispetsialist Kaarel Kurm

* Loonud TU vihibioloogia bioinformaatik Aleksandr Sudakov
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salvestatakse kuni stoppkoodonini. Seejérel loendatakse ja sorteeritakse salvestatud peptiidid.

Viljundiks on tekstifail, mis sisaldab peptiidide jarjestusi ja nende arvu sisendandmetest.

lon Torrent analiitiside ettevalmistamiseks labiviidav PCR-i reaktsioonisegu segati kokku
16ppmahus 25 pl, kus oli 5 ul faagisuspensiooni (DNA) ja jargmisi reagente vastavates
1oppkontsentratsioonides: 1x HOT FIREPOL Blend Master mix (Solis BioDyne, Eesti),
praimerid (0,2 uM; TAG Copenhagen AS, Taani; Tabel 8; vt Lisa 6). PCR-i labiviimiseks
kasutati Eppendorf Master Cycler Nexus (Eppendorf AG, USA) termotsiiklerit ja programm

oli jargnev”:

95°C 12 min
95°C 20 sek
62 °C 20 sek 20x
72°C 10sek
72°C 10 min
4°C STOPP

2.2.6. gPCR protokoll

gPCR-i katses kasutati dsSDNA-ga seonduvat EvaGreen varvi, mis on HOT FIREPOL Blend
Master mix koostises (Solis BioDyne, Eesti). Reaktsioon viidi 1dbi 10 pl 1dppmahus ja lisaks 1
ul-le faagi DNA-le sisaldas reaktsioonisegu ldppkontsentratsioonis jargnevaid komponente:
1x HOT FIREPOL Blend Master mix (Solis BioDyne, Eesti) ja praimerid (0,2 uM; Metabion,
Saksamaa; Tabel 9; vt Lisa 7). gPCR-i ldbiviimiseks kasutati PikoREAL96 qPCR-i reaalaja
termotsiiklerit ja absoluutne kvantitatiivsus maéadrati PikoReal Software 2.2 tarkvaraga

(Thermo Fisher Scientific Inc, USA). gPCR-i programm oli jargnev:

95°C 10 min

92°C 15sek }
58°C 1min J °X

92 °C 15sek
60°C 1 min } 40x
4°C STOPP

* lon Torrent-i analiiiisid viisid 1abi TU véhibioloogia laborispetsialist Kaarel Kurm ja teadur Tarmo Molder
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2.3. Tulemused

2.3.1. Biomarkerispetsiifiliste peptiidide in vivo selekteerimine 4T1

rinnanidirmevihi mudelis

Katse eesmirk oli vorrelda varasemalt Kirjeldatud biomolekulidega seonduvate bakteriofaagi
T7 pinnal ekspresseeritud peptiidide veres ringlemise erinevusi terves ja kasvajaga hiirte
vereseerumis, mille pdhjal oleks vdimalik diagnoosida 4T1 rinnanddrmevihi olemasolu

BALB/c hiire mudelis.

Esimesel faagide in vivo selektsiooniringil siistiti 100 pl (10" pfu/ml) teadaolevalt
biomolekulidega seonduvat faagisuspensiooni (Tabel 11; vt Lisa 8) kahe terve ja kahe
kasvajaga hiire sabaveeni. Suspensioonil lasti katseloomade vereringes ringelda 15 minutit.
Sellele jargnevalt viidi hiired tildanesteesiasse ja koguti siidamest 200 ul verd, millest eraldati
DNA. Eraldatud DNA-st paljundati kapsiidi pinnale peptiidi kodeeriv jarjestus, milleks
kasutati PCR-praimereid (Tabel 8; Lisa 6). Saadud PCR-produktid sekveneeriti ja

kvantifitseeriti lon Torrent (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) platvormil.

Seitse peptiidi nditasid suuremat Kkvantitatiivset erinevust tervetes ja kasvajatega hiirtes,
kusjuures neli peptiidi (CRATRGDKC, CNRRTKAGC, CQLIIQKNEC ja CGSRGARSC)
esinesid ainult kasvajaga hiirte vereproovides (Joonis 4). CG;C on kontrollpeptiid, mis
teadaolevalt ei oma in vivo mingisugust efekti biomolekulidega seondumisel (Teesalu jt.,

2012). Erinevatest hiirtest saadud andmeid normaliseeriti peptiidide koguhulga vastu.
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Peptiidide sagedustabel esimese in vivo katse jarel 15 min
100 000

10000 -
1000 -
B TERVE (n=2)
100 -
B 4T1 TUUMOR (n=2)
10 n T T T T

FAAGI PINNAL KUVATAV PEPTIIDNE JARJESTUS

JARJESTUSTE ARV

Joonis 4. Biomarkerispetsiifiliste peptiidide in vivo esimesel selektsioonilringil suurimaid erinevusi andvad
peptiidid tervetes ja tuumoriga hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei meetodil varasemalt Kkirjeldatud
biomolekulidega seonduvate peptiidide veres ringlemise erinevusi tervetes ja tuumoriga hiirtes. lon Torrent-i
andmetest. Veapiirid on arvutatud standardhdvete pShjal.

Jargnevalt kloneeriti seitse selekteeritud peptiidset jarjestust T7 415-1b vektorisse ja
ekspresseeriti faagi pinnale. Kloneeritud jarjestused sisaldasid endas ka gPCR-i praimeritega
komplementaarseid jérjestusi hilisemaks absoluutse kvantitatiivuse méaaramiseks (Tabel 5; vt
Lisa 4). Teisel in vivo valideerimisel siistiti suspensioonina kaheksa vordse tiitriga faagi kahe
terve ja nelja 4T1 kasvajaga emase hiire sabaveeni ning 15 minuti jarel voeti verd, millest
eraldati DNA. Teistkordne in vivo faagidisplei tulemuste valideerimine viidi esmalt 1dbi lon
Torrent (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) platvormiga. Statistiliselt usaldusvéérne erinevus
esines CRGDKGPDC peptiidi puhul (p<0,05) (Joonis 5A). CRGDKGPDC oli terves hiires
keskmiselt 12 korda enam esindatud kui 4T1 tuumoriga hiires (Joonis 5B). Tépsed arvulised
védrtused on leitavad tabelis 10 (vt Lisa 7).
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A Peptiidide sagedustabel teise in vivo katse jarel 15 min

100 000
> 10000 -
o
<
w
&
2 1000 -
-
(%]
]
2 m TERVE (n=2)
< 100 -
® 4T1 TUUMOR (n=4)
10 -
¢ R L O C L &
P & LN ¥ E
F & X P &S K
& F & & & & & &
& & & & o & ¢

FAAGI PINNAL KUVATAV PEPTIIDNE JARJESTUS
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Joonis 5A ja 5B. Biomarkerispetsiifiliste peptiidide in vivo teisel selektsioonilringil suurimaid erinevusi
andvad peptiidid tervetes ja tuumoriga hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei meetodil varasemalt kirjeldatud
biomolekulidega seonduvate peptiidide veres ringlemise erinevusi tervetes ja tuumoriga hiirtes. lon Torrent-i
andmetest. Veapiirid on arvutatud standardhévete pohjal.
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Saadud lon Torrent-i andmeid kinnitati gPCR-iga kasutades absoluutset kvantifitseerimist.
Joonisel 6 on toodud andmed, milles gPCR-iga kvantifitseeriti kdige enam erinenud peptiidi
(CRGDKGPDC) esindatust teistkordse in vivo selekteerimisringi proovidest.

iRGD suhe terve ja tuumoriga hiire vereseerumis
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Joonis 6. In vivo teisel selektsioonilringil suurimat erinevust andva CRGDKGPDC peptiidi erinevus
tervetes ja tuumoritega hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei meetodil selekteeritud CRGDKGPDC peptiidi
veres ringlemise erinevust tervetes ja tuumoriga hiirtes. gPCR-i andmetest.

2.3.2. T7 CX;C-faagiraamatukogu in vivo selekteerimine PC-3 eesndirmevihi

mudelis

Katse eesmérgiks oli leida de novo bakteriofaagi T7 pinnal ekspresseeritud peptiidide veres
ringlemise erinevusi terves ja kasvajaga immuunpuudulike hiirte vereseerumis, mille pohjal

oleks vdimalik diagnoosida PC-3 eesnddrmevéhi olemasolu nude-Fox1nu hiire mudelis.

Esimeses in vivo selektsiooniringis siistiti 100 pul (10*° pfu/ml) vihendatud mitmekesisusega
(~10°) CX;C-raamatukogu iihte tervesse ja iihte PC-3 tuumoriga nude-Fox1nu hiirde ning
seejarel lasti ringleda 1 tund. Jargnevalt viidi katseloomad iildanesteesiasse ning voeti
stidamest 200 ul verd. Verest eraldatud DNA-st paljundati kapsiidi pinnal olevat peptiidi
kodeeriv jarjestus, selleks kasutati PCR-praimereid (Tabel 8; vt Lisa 6). Saadud tulemused

sekveneeriti ja kvantifitseeriti lon Torrent (Thermo Fisher Scientific Inc, USA) platvormi abil.

Esimese valideerimise pohjal valiti pdparser programmiga 13 jarjestust, mis andsid tervetes ja

PC-3 tuumoriga nude hiirtes suurimaid erinevusi (Joonis 7).
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Peptiidide sagedustabel esimese in vivo katse jarel 1h
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Joonis 7. CX;C-raamatukogu in vivo esimesel selektsiooniringil suurimaid erinevusi andnud faagid terves
ja tuumoriga hiires. Katses vdrreldi faagidisplei meetodil madaldatud mitmekseisusega (10°) CX,C-
raamatukogu peptiidide veres ringlemise erinevusi terves ja tuumoriga hiires. lon Torrent-i andmetest.

Jargmises etapis ekspresseeriti 13 véljavalitud peptiidset jarjestust T7 faagi pinnal ja viidi 1abi
teine in vivo valideerimine kahes terves ja kahes tuumoriga PC-3 nude hiires. 1 tund pérast
stistimist voeti hiirtelt 200 pl verd, millest eraldati kapsiidil oleva peptiidi kodeeriva jarjestuse
DNA, kasutades praimereid (Tabel 8; vt Lisa 6). Jargneva lon Torrent analiiiisi pohjal oli
esmasel vaatlusel mérgatav erinevus kahel faagil kuvatava peptiidi puhul - CNKEGRATC ja
CDKEGRESC (Joonis 8). Kuna p-vaartused olid vastavalt 0,06 ja 0,33, ei ole nende
peptiidide erinevus terves ja tuumoriga hiires statistiliselt usaldusvédidrne. Tépsed arvulised

vaartused on leitavad tabelis 12 (vt Lisa 9).
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Peptiidide sagedustabel teise in vivo katse jarel 1h
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Joonis 8. CX;C-raamatukogu in vivo teisel selektsiooniringil suurimaid erinevusi andnud faagid tervetes
ja tuumoriga hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei meetodil madaldatud mitmekseisusega (10°) CX;C-
raamatukogu peptiidide veres ringlemise erinevusi tervetes ja tuumoriga hiirtes. lon Torrent-i andmetest.
Veapiirid on arvutatud standardhédvete pdhjal.
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1.4. Arutelu

Voitluses vahiga on oluline teha vahet tervel ja kasvajarakul ning diagnoosida haigust
voimalikult varajases staadiumis. Oigeaegsel diagnoosimisel on vihkkasvajad iildiselt edukalt
ravitavad, kuid sellises jargus kasvajateni joutakse enamasti juhuslike vOi rutiinsete
kontrollide kdigus. Selgete ja mérgatavate siimptomite esinemisel on haigus enamasti juba
kaugele arenenud. Hetkel on Kliinilises praktikas kahe sageliesineva pahaloomulise kasvaja
(eesnddarmevahk meestel ja rinnanddrmevahk naistel) diagnoosimisel kasutusel mitmed
erinevad meetodid. Paraku ei sobi mitmed neist laiaulatuslikeks soeluuringuteks
protseduuride keerukuse tottu ja/voi ei ole piisavalt usaldusvéirsed (Harvey, 2006; Moyer,
2012; Orel, 1998).

Kéesoleva t66 eesmargiks oli uurida, kas tuumorispetsiifiliste peptiidide siistimisel hiirtesse ja
hilisemal vereproovi votmisel on vdimalik diagnoosida inimese rinna- ja eesnddrmevahki in
vivo loommudelis. Selleks koostati kaks paralleelset katseskeemi: (1) rinnavdhimudeli korral
tiritati leida faagide kvantitatiivne erinevus kindla ajapunkti jarel 4T1 tuumoriga ja terves
emases BALB/c hiire vereproovis, olles hiirtesse siistinud teadaolevalt biomolekulidega
seonduvate faagide suspensiooni; (2) eesnddrmevahi mudeli puhul piiiti analoogselt
identifitseerida de novo peptiide, mille ringlemise erinevus terves ja PC-3 tuumoriga isases

nude-Fox1nu hiire veres voimaldab diagnoosida eesnddrmevéhi olemasolu.

Molema katseskeemi iileschitus pShineb in vivo faagidisplei meetodil. Antud tehnoloogia
voimaldab identifitseerida peptiide, mis seovad ennast kasvajarakkude voi nende poolt
ekspresseeritavate biomolekulidega. Teadaolevalt omab iga organ vdai patoloogiline kasvaja
unikaalset  vaskulaarset eripdra, mille 4ratundmine on méidrava tdhtsusega
sihtmérgispetsiifiliste ligandide leidmisel (Teesalu jt., 2012). Vaskulaarsed endoteelirakud,
mis katavad veresoonte sisepindu, annavad informatsiooni kasvajate arengu kohta. Tuumorite
suurenedes ja edasise kasvu tagamiseks vajaminevate veresoonte areng ja ehitus on mitmeti
erinev normaalsest angiogeneesist (Ruoslahti, 2002b). Keskendudes nendele erinevustele
tiritati antud t60s ndidata, et kasutades vahispetsiifilisi peptiide, on vdimalik kindlaks teha

pahaloomuliste kasvajate olemasolu vereproovi pdhjal loommudelites.

Tuginedes varasemalt identifitseeritud véhispetsiifilistele biomarkeritele ja nendega
seonduvatele peptiididele koostati katseskeem (1), kus piiiiti nidha erinevust terve ja kasvajaga
hiire vereproovis pdrast faagisuspensiooni siistimist ja veres ringlemist. Sellest tulenevalt

uuriti antud in vivo katses, kas on vdimalik leida kvantitatiivset erinevust kontrollfaag CG;C
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ja varasemalt kirjeldatud biomarkeritega seonduvate faagide vahel. Kahekordsel in vivo
faagidisplei selekteerimisetapil andis ainsana statistiliselt usaldusvdirse tulemuse peptiid
CRGDKGPDC, mille vereseerumis piisimine 15 minutilise ringlemise jarel on kordades
suurem terves hiires. Tulemus oli igati ootuspdrane, kuna varasemalt on Kirjeldatud, et
CRGDKGPDC peptiidis olev RGD jarjestus on kasvajaspetsiifiline, seondudes av-
integriinidega (Sugahara jt., 2010). Tundub tdendoline, et voime tungida kasvajarakkudesse
soodustab CendR-motiiviga CRGDKGPDC peptiidil kogunemist kasvajakoesse, mistottu
viimase vabalt veres ringlemise hulk vdheneb margatavalt. Julgustavaks faktiks on ka
kontrollpeptiidi CGGGGGGGC iihtlane tase terves ja tuumoriga hiires. Teadaolevalt ei
kinnitu kontrollpeptiid iihelegi biomolekulile, seega on selle tase veres usaldusvairseks
negatiivseks kontrolliks (Teesalu jt., 2012).

Kuigi esimesel selektsiooniringil andsid lon Torrent analiiiisi pdhjal paljulubavaid tulemusi
mitmed teisedki peptiidid, siis teistkordsel seitsme peptiidisegu vordlemisel selged erinevused
kadusid (v.a CRGDKGPDC). Mbolemas selektsiooniringis tditis Kkriteeriumi ainult
CRGDKGPDC peptiid, mis nditas kdigis kiimnes katseloomas selgeid erinevusi. Teiste
peptiidide varieeruvuse taga voib olla mitmeid pShjuseid. Naiteks suurema mitmekesisusega
raamatukogude siistimisel v3ib esineda peptiidide vahel konkureerivat voi inhibeerivat toimet
tiksteise suhtes, mis voib omakorda anda valepositiivseid voi —negatiivseid tulemusi. Teisalt
ei pruugi algses selekteerimata raamatukogu algsuspensioonis olla koiki peptiide vordsel
madral. Nii voivad detekteerimata jadda vdheesindatud tuumorispetsiifilised peptiidid. Selle
véltimiseks moadtsime alglahuses olevate peptiidide hulka. Kuigi gPCR tépsus on korge, ei ole
moeldav sellega suurte raamatukogude valideerimine: koigi peptiidide jaoks oleks vaja 1dbi
viia eraldi analiiiisid. Seetdttu on lon Torrent sobilik just suurte raamatukogude
valideerimiseks. Peale selle voimaldab lon Torrent platvorm méérata ka sekveneeritud DNA
molekulide hulka. lon Torrent-iga saab kiill md0ta proportsionaalseid suhteid, aga kui
eesmargiks on vorrelda absoluutseid erinevusi, siis on gPCR-i andmed tipsemad ja
usaldusvidrsemad. Sellepdrast viidi ka antud katses 16plik valideerimine paralleelselt 1dbi nii
lon Torrent kui ka gPCR meetodil: omavahel vorreldi kontrollpeptiidi (CG;C) ja sellest
suurimat erinevust ndidanud CRGDKGPDC peptiidi hulka. Tulemuste pdhjal néitas lon
Torrent CRGDKGPDC peptiidi puhul keskmiselt ligikaudu 12-kordset ja gPCR kolmekordset
erinevust terves ja tuumoriga hiires. Siiski, keskendudes esialgsetele tulemustele, on ndha
mdlemal juhul mitmekordset erinevust tuumoriga ja terve hiire vereproovis. Siistitavas
suspensioonis oli veel teisigi teadaolevalt kasvajatega seonduvaid jarjestusi - CARPAR ja
CRETTAWAC (Koivunen jt, 1994; Teesalu jt., 2009). Seetottu oleks oodanud sarnast
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tendentsi ka nende proovidest. CARPAR ja GRETTAWAC jarjestuste puhul oli kiill ndha
sarnast seost, kuid molemal juhul puudus arvestatav erinevus iihes neljast tuumoriga
katseloomas. Edasiste katsete kdigus on plaanis suurendada statistilist usaldusvaarsust tostes
katseloomade arvu ja uurida tdpsemalt kolme (CRGDKGPDC, CARPAR, CRETTAWAC)

peptiidse jarjestuse veres plisimist.

Katseskeem (2) oli erinevalt eelnevast kavandatud leidmaks de novo peptiidseid ligande.
Kuna molema katse eesmirgid on diagnostilises mottes tdiesti uutmoodi ldhenemised, siis
juhusliku peptiidse raamatukogu siistimisel kasutasime immuunpuudulikke hiiri. Seda tehti
eeldusel, et see Kkergendab juhuslikust raamatukogust vahispetsiifiliste ligandide
selekteerimist, kuna olulist rolli in vivo katsetel méngib elusorganismi bioloogiline keerukus.
Tuleb arvestada mitmete bioloogiliste barjddride ja isedrasustega, nagu vereseerumi stabiilsus,
immuunsiisteem ja vere puhastamine kehale vooratest komponentidest ning otsene juurdepiis
rakkudele (Brown, 2010). Antud katses stistiti PC-3 kasvajaga nude-Fox1nu hiirde NNK
CX;C-raamatukogu, kus esineb 10° erinevat kuni 7 aminohappe pikkust jarjestust. Esimeses
in vivo selekteerimisringis saadi kahes katseloomas 21 peptiidi, mis oluliselt erinesid terve ja
tuumoriga hiire vereseerumis. Need omakorda jagunesid 12 erineva motiiviga
peptiidiperekondadesse, mille pohjal valiti igast perekonnast iiks-kaks kodige paremat tulemust
andnud peptiidi — kokku 13. Jargnevalt viidi 1dbi in vivo faagidisplei teistkordne
selekteerimine, kuhu negatiivse kontrollina oli lisatud CG;C. Loplike tulemuste pdhjal
statistiliselt erinevaid de novo peptiide ei esinenud. Tulemuste esialgsel vaatlusel eristusid
kaks sarnase motiiviga peptiidi (CNKEGRATC ja CDKEGRESC), kuid statistiline
usaldusvaarne erinevus puudus. Kontrollil t-testiga oli CNKEGRATC-i p-vaartus 0,054
(lubatud <0,05). Tegu on jirjekordse uue CendR-jédrjestusega, mis viitab peptiidi
véhispetsiifikale seondudes ilmselt NRP-1 retseptorile (Teesalu jt., 2009).

Teise selektsiooniringi jdrel oli ndha ka kontrollpeptiidi CG;C tavapéirasest suuremat
varieeruvust terves ja tuumoriga hiires, mis voiks kontrollpeptiidi puhul olla minimaalne.
Siinkohal vdib pakkuda iihe vdimaliku pohjusena taas kord bioloogilisi isedrasusi. Mairavaks
vOib saada hiire vanus, kaal voi indutseeritud tuumori suurus ning ka asukoht, sest olles
lahemal suurematele veresoontele, voib kasvaja verevahetus olla oluliselt efektiivsem ja areng
monevorra Kiirem. Kuigi usaldusvéirset erinevust ei leitud tihegi peptiidi puhul, siis v3ib

arvata, et suurem katseloomade arv aitaks kinnitada seose olemasolu voi puudumist.
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Modlema katseskeemi puhul annaks veelgi usaldusvédirsemaid tulemusi faagid voi nende
mutandid, mille elulemus hiire veres oleks pikem. Pikem ringlemine suurendab tdendosust, et
véhispetsiifilised peptiidid jouavad oma sihtmérgini. Hetkel on optimaalseks veres ringlemise
ajaks nude-Fox1nu hiirtes 1 tund ja BALB/c hiirte puhul 15 minutit, mille jarel on faagi tiiter
vereproovis veel vorreldav ja leitav. Sokoloff kolleegidega on kirjeldanud kauaringlevaid
faagi T7 sabafiibrimutante, mille kasutamine vd&iks oluliselt vdhendada taustmiira

skriiningutel ning anda vahem varieeruvaid tulemusi (Sokoloff jt., 2003).

Kokkuvdtvalt omab faagipohine vidhidiagnostiline tehnoloogia endas suurt potentsiaali
laiaulatuslikeks soeluuringuteks. Esimese katseskeemi juures oli ndha, et CRGDKGPDC
peptiid niitas koigi 10 katselooma puhul madalamat taset ainult kasvajaga hiirte veres. Ka
teine, de novo peptiidide selekteerimiskatse identifitseeris uudseid CendR-jarjestusi, kuid
usaldusvédrsemate andmete saamiseks tuleks katseloomade arvu suurendada. Molema
kontseptsiooniga tegeletakse edasi ning hetkel on katsejargus alternatiiv qPCR meetodile, mis
voimaldaks médrata mitme erineva biomarkeriga seonduva peptiidi hulka iihes reaktsioonis.
Nii saaks kasutada diagnoosimisel korraga mitut véahispetsiifilist vOi erinevate

kasvajatiivedega seonduvaid peptiide.

Kui jargnevad katsed kinnitavad meetodi tulemusi, siis kaugemaks eesmargiks voiks olla
analoogne peptiidipohine diagnostiline sdeluuring nanopartiklitel, kuna véhispetsiifiliste
ligandide Kinnitamist rutiinselt kasutatavatele nanopartiklitele on praktiseeritud varemgi
(Brigger jt., 2012; Davis jt., 2008). Lisaks oleks huvitav nidha, kas analoogne meetod on
rakendatav ka teist tiitipi tuumoritiivede puhul. Kuna tehnoloogia pohineb tuumorispetsiifiliste
peptiidide kvantitatiivsuse maédramisel, on vdimalus, et lisaks vdhi avastamisele on
detekteeritav kasvaja arengustaadium voi leviku suurus. See jadb siiski viljapoole selle

magistritdd eesmirke.
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Jareldused

1. Varasemalt Kirjeldatud biomolekulidega seonduvate peptiidide raamatukogu
stistimisel 4T1 BALB/c hiire vereringesse identifitseeriti CRGDKGPDC peptiid.
CRGDKGPDC veresringlemise erinevus tervetes ja tuumoriga hiirtes vdimaldab

pracguste tulemuste pohjal diagnoosida rinnanddrmeviahi olemasolu 4T1 BALB/c

hiirtes.

2. De novo peptiidse faagiraamatukogu siistimisel immuunpuudulikkesse PC-3 nude-
Fox1nu hiirtesse ei identifitseerinud iihtegi statistiliselt usaldusvéirset peptiidset

jarjestust, mille veres ringlemine oleks selgelt erinev tervetes ja PC-3 tuumoriga
hiirtes.
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KOKKUVOTE

Kédesoleva t66 kirjanduse osas anti {iilevaade in vivo faagidisplei meetodist ja selle
rakendusvoimalusest véhiteraapias ning -diagnostikas. Faagidisplei voime identifitseerida
raku pinnal olevaid retseptoreid ja nendega seonduvaid ligande on andnud olulist
informatsiooni vihispetsiifiliste biomarkerite uurimisel. Lisaks on kirjanduse osas lihidalt
kirjeldatud CendR-motiivil pShinevaid kasvajaspetsiifilist jarjestusi, millel on vdime tungida
vahirakku. Kuna praktilise osas olevate loommudelitena kasutati PC-3 eesnddrme- ja 4T1
rinnanddrmevahi tuumoriga hiiri, siis késitleti kirjanduse iilevaates ka kahte enamesinevat
pahaloomulist kasvajat — eesnddrmevihk meestel ja rinnanddrmevahk naistel. Lisaks toodi

vélja nende kahe viahkkasvaja pohilised meditsiinis kasutatavad diagnostilised meetodid.

To6 praktilise osa esimese katseskeemi eesmargiks oli leida varasemalt kirjeldatud
biomolekulidega seonduvaid peptiide, mille veres ringlemise erinevus terves ja kasvajaga
hiires vdimaldaks diagnoosida 4T1 piimanddrmevihi olemasolu BALB/c hiire vereseerumi
pohjal. Uuringute kaigus leiti, et vahispetsiifilise peptiidi CRGDKGPDC veres piisimine on
15 minuti jdrel vdhemalt kolm korda kdrgem tervetes hiirtes. Teise katseskeemi eesmargiks
oli leida uusi peptiidseid ligande, mille veres ringlemise erinevus terves ja kasvajaga hiires
voimaldaks diagnoosida PC-3 inimese eesnddrmevihi olemasolu nude-Fox1nu hiire
vereseerumi pohjal. Olenemata mitmetest identifitseeritud CendR-motiividega peptiididest, ei
selekteerunud in vivo faagidisplei tulemusena {iihtegi statistiliselt usaldusvéarset

vahispetsiifilist jarjestust.

Kéesoleva t60 pohjal voib viita, et kasutades in vivo faagidisplei meetodit on vdimalik
CRGDKGPDC ja kontrollpeptiidi CG;C vdrdlemisel tuvastada kasvaja olemasolu 4T1
piimandirmevéhiga BALB/c hiirtes. Usaldusvaédrsemate tulemuste saamiseks tuleks kasutada
mitmeid erinevaid véhispetsiifilisi peptiide samaaegselt, mistottu tuleks jitkata de novo
vahidiagnostiliste peptiidide identifitseerimisega. Tdiendavalt tuleks selekteerimine 1dbi viia
faagi T7 kauaringlevate sabafiibrimutantidega, mis vihendaks mittespetsiifilist paardumist ja

katsete taustmiira.
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Serum ratiometric diagnostic peptide in vivo phage display screening

Vidrik Teder

Summary

Over 14 million new cancer cases are diagnosed in the world each year and over 8 million
people die from it yearly. It is estimated that 30% of the deaths could be prevented with
healthy lifestyle choices and with available vaccines against viruses that are associated with
cancer. However, the death rate could be remarkably decreased if the cancer is diagnosed
early which allows for timely treatment.

At the moment there are several different methods to diagnose the most common types of
cancers, like prostate cancer in men and breast cancer in women. The suitability of these
methods is questionable due to their high price, difficulty, low credibility or risks associated

with the technology.

The aim of this master’s thesis was to find an alternative screening method that would allow
diagnosing tumors in mouse models. It is expected that cancer-specific peptides bind to
cancer cells and therefore their ratio in the blood circulation decreases substantially. In order
to confirm whether the ratio of cancer-specific peptides in the blood of a healthy mouse and a
mouse with a tumor is different after a set time period, several consequential experiments
were carried out on the basis of which the peptides that showed the highest quantitative
differences were validated by using lon Torrent and qPCR methods.

In the practical part of this thesis, two tests were constructed: first an in vivo phage display
selection in 4T1 mammary carcinoma BALB/c mice by injecting them with the previously
described biomarker-specific peptide phage library; in the second test the aim was to find
new, de novo ratiometric peptides which would allow diagnosing the existence of PC-3
prostate cancer in the nude-Fox1nu mice with a tumor by injecting the mice with the peptides
and allowing it to circulate in their blood.
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The results were as follows:

e The cancer-specific peptide CRGDKGPDC concentration in the blood of healthy mice
was three times higher than in the mice with 4T1 tumor after 15 minutes.
e By using a random CX-C library no statistically credible ratiometric peptides were

identified by in vivo phage display selection.

In conclusion, it can be stated that screening that is based on in vivo phage display has
potential to diagnose the existence of cancer on a basis of a blood test, because the results
showed that the level of ratiometric peptides in the blood circulation of a mouse with a tumor
is several times lower. However, this alternative approach requires additional tests of

confirmation.
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LISAD

Lisal
Faagi amplifitseerimise protokoll

1. Ulebokultuuri kasvatamine E. coli (amplifikatsiooniks) ja BLT5615 (tiitrimiseks)
algkultuuridest

e Valmista vedelsoode bakteri tile6d (ON, over night) kultuuri kasvatamiseks, lisades
600 ml LB-so6tmele (Sigma-Aldrich Co, USA) 600 pl karbenitsiliini (50 mg/ml;
Carbosynth Limited, UK)

e Mooda 25 ml eelnevalt valmistatud s66det kahte 250 ml-sse klaaskolbi

e Inokuleeri iihte 250 ml-sse klaaskolbi E. coli BLT5403 ja teise E. coli BLT5615
(Novagen, USA)

e Kasvata molemat kultuuri loksutis (Eppendorf AG, USA) 200 rpm 37 °C juures iile66

e Modda voimaliku kontaminatsiooni tuvastamiseks 500 ul ON-kultuuri 15 ml
plastiktuubi (Becton, Dickinson and Company, USA) ja lisa 4 ml 60 °C juures hoitud
topagarit (Lab M Ltd, UK) + 1 M IPTG (Carbosynth Ltd, UK) lahus suhtega 500:1-le,
seejarel vala eelnevalt valmistatud 1x LB Milleri s66tmega (Sigma-Aldrich Co, USA)
Petritassidele® ja hoia 37 °C juures vihemalt 3 h

e Puhta E. coli BLT5403 ja BLT5615 (Novagen, USA) ON kultuur villi varasemalt

autoklaavitud klaaspurkidesse ja hoiusta kuni nédal 4 °C juures

2. E. coli BLT5403 ja BLT5615 ON kultuuridest 0,5 optilise tihedusega (ODggo)

kultuuride saamine

e Puhta E. coli BLT5615 ja BLT5403 (Novagen, USA) ODgy=0,5 kultuur saamiseks
modda paralleelselt kahte 2 I-sse klaasanumasse 250 ml esimesel péeval valmistatud
LB (Sigma-Aldrich Co, USA) ja karbenitsiliini (50 mg/ml; Carbosynth Limited, UK)
vedelsoddet ja tihte anumasse 2,5 ml E. coli BLT5615 ON kultuuri, teise E. coli
BLT5403 (Novagen, USA) ON kultuuri

e Kasvata molemad kultuurid loksutil (Eppendorf AG, USA) 200 rpm-i 37 °C juures
ligikaudu ~2,5 h kuni ODgy=0,5

® Valmistanud TU vihibioloogia laborispetsialist Kaarel Kurm
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Puhtad E. coli BLT5615 ja BLT5403 (Novagen, USA) ODgo=0,5 kultuurid villiti

varasemalt autoklaavitud klaaspurkidesse ja hoiusta kuni nédal 4 °C juures

3. Faagi amplifikatsioon

a. Preamplifikatsiooniga (vajalik ainult madala faagi kontsentratsiooni korral)

Valmista faagi preamplifikatsioonilahus: pipeteeri 10 pl uuritavat faagi 1 ml-sse
lahusesse, kus on LB-s66de (Sigma-Aldrich Co, USA) + karbenitsilliin (50 mg/ml;
Carbosynth Limited, UK) + E. coli BLT5403 (Novagen, USA) ON kultuur vastavalt
1000:10:100 suhtega. Kasuta 15 ml-st plastiktuubi (Becton, Dickinson and Company,
USA)

Inkubeeri loksutil (Eppendorf AG, USA) 200 rpm 37 °C juures ~2 h

Valmista liitisilahus: kalla kokku 25 ml E. coli BLT5403 (Novagen, USA) ODgp=0,5
kultuur ja ~1 ml faagi preamplifikatsioonilahus

Inkubeeri loksutil (Eppendorf AG, USA) 200 rpm 37 °C juures ~1,5 h, kuni liiiisilahus

selgineb ehk bakteri liitisumiseni

b. Preamplifikatsioonita

Valmista liitisilahus — kalla kokku 25 ml E. coli BLT5403 (Novagen, USA) ODgp0=0,5

kultuur ja kuni 2 ml kdrge kontsentratsiooniga faagisuspensioon

Inkubeeri loksutil (Eppendorf AG, USA) 200 rpm 37 °C juures ~1,5 h, kuni liiiisilahus
selgineb ehk bakteri litisumiseni
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Lisa 2
Faagi puhastamise protokoll

1. Faagi PEG-puhastamine (poliietiileengliikool) (ctapid vii ldbi jdél)

e Vala liisaat 50 ml-sse plastiktuubi. Lisa liisaadile 3 ml 5 M-st NaCl (Sigma-Aldrich
Co, USA), sega korralikult, seejarel tsentrifuugi 10 min 8000 rpm 4 °C juures (rootor
§s34)

e Saadud supernatandile lisa 8,4 ml 50%-st PEG8000°, sega korralikult, seejirel
inkubeeri ~30 min jaal 4 °C kiilmikus

e Tsentrifuugi 8000 rpm (rootor ss34) 10 min 4 °C juures, eemalda supernatant ning lase
sademel 1-2 min kuivada

e Resuspendeeri sade 2 ml-s 1x PBS-s (PAA, Austria)

2. Faagi CsCl,-puhastamine

e Valmista 62,5%-ne CsCl, alglahus: 25 g CsCl; (Sigma-Aldrich Co, USA) + 15 ml 1x
PBS (PAA, Austria). Filtreeri lahus 1dbi d=0,22 pm filtri (Merck Millipore Ltd, IRL)

e Pipeteeri kindlas jérjekorras kolm Kihti erineva kontsentratsiooniga lahust
ultratsentrifuugi tuubi (Beckman Coulter Inc, USA) ja margista iga kihi tase tuubile
(Tabel 2)

e Lisa koige peale 2 ml PEG-puhastatud faagi, ultratsentrifuugi 2 h 30 min 40 000 rpm
(rootor sw50.1)

e  Pirast ultratsentrifuugimist jaotuvad PEG-puhastatud faagisuspensiooni komponendid
vastavalt joonisele 9

e Torka 3 ml-ne siistal plastiktuubi seinast 14bi ja kogu 2 ml faagisuspensiooni siistlasse

(Becton, Dickinson and Company, USA)

Tabel 2. CsCl, puhastamine. CsCl, alglahuse (Sigma-Aldrich Co, USA) ja 1x PBS-i (PAA, Austria) lahuste
suhted, pipeteerimisjérjekord ja maht.

Jrk CsCl,/1x PBS suhe Maht (ml)
1. 2:1 4,375
2. 1:1 3,750
3. 1:2 0,625

® Valmistanud TU vihibioloogia laborant Kaarel Kurm
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. e e H
/2 Liitisunud E.coli
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+ Faag

v 4 Siisivesikud

Joonis 9. CsCl,-puhastamise ultratsentrifuugimisetapi jirgne tulemus. 1/2-kihi pinnale jadvad liiiisitud E.
coli tiikid, 2/1 kihi pinnale jadvad faagid, pdhja vajuvad siisivesikud.

3. Dialiiiis

e Siisti ~2 ml CsCl,-puhastatud faagi dialiiiisikassetti (Thermo Fisher Scientific Inc,
USA) ldbilaskevdimega 3500 Da

e Dialiiiisi kassetis olevat faagisuspensiooni 1 h 2 I-s 1x PBS-s (PAA, Austria) pidevalt
magnetsegajal segades (Biosan, Ldti), seejarel vaheta dialiitisipuhver ning dialiiiisi
veelkord 1 h

e Tomba 3 ml siistlaga (Becton, Dickinson and Company, USA) dialiiiisikassetist
puhastatud faagisuspensiooni ja méaara selle tiiter

e Puhastatud faagi siilitada 4 °C juures
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Lisa 3
Tiitrimine
o Tee faagi lahjendusteseeria LB-s66tmes (Sigma-Aldrich Co, USA) jargmiselt:
o kui eeldatav faagi tiiter on 10%-10% pfu/ml (plaque forming units/ml) (Tabel 3)
o kui eeldatav faagi tiiter on >10° pfu/ml (Tabel 4)
e Vota 100 pl lahjendust ja 500 ul E. coli BLT5615 (Novagen, USA) ODgyp=0,5 kultuuri
ning pitpeteeri need 15 ml plastiktuubi (Becton, Dickinson and Company, USA). Lisa
4 ml 60 °C juures hoitud topagari (Lab M Ltd, UK) + 1 M IPTG (Carbosynth Ltd, UK)

segu suhtega 500:1-le ja sega hoolikalt ning vala eelnevalt valmistatud 1x LB Milleri

sootmega (Sigma-Aldrich Co, USA) Petritassidele’ ja hoia 37 °C juures vihemalt 3 h

Tabel 3. Faagi lahjendusteseeria LB-soétmes. Kui eeldatav faagi tiiter on 10%-10° pfu/ml (Sigma-Aldrich Co,
USA). *algne faagisuspensioon.

Lahjenduse nr Eelnev lahjendus (ul) LB (ul) Kordaja pfu/ml arvutamiseks
1. 100* 900 x10?
2. 100 900 x10°
3. 100 900 x10*
4. 100 900 x10°
5. 100 900 x10°
6. 100 900 x107

Tabel 4. Faagi lahjendusteseeria LB-soétmes. Kui eeldatav faagi tiiter on >10° pfu/ml (Sigma-Aldrich Co,
USA). *algne faagisuspensioon.

Lahjenduse nr Eelnev lahjendus (ul) LB (ul) Kordaja pfu/ml arvutamiseks
1. 10* 990 x10°
2. 10 990 x10°
3. 10 990 x107
4. 100 900 x108
5. 100 900 x10°
6. 100 900 x10%°
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Lisa 4

Tabel 5. Bakteriofaagi T7 multikloneerimissaiti kloneeritavad oligonukleotiidid. Koikide sense ja antisense ahelate 5’-otsad on fosforiileeritud. Kloneerimispraimerid on

disaininud Kuldar K&iv.

Sense

Jrk Téhis Anti 5°-3’ jarjestus
ntisense
1 CARPAR S AAT TCT TGC GCG CGT CCG GCG CGT TAA CAT AAT CAATTT CAACTT TCT ACT TA
AS AGC TTA AGT AGA AAG TTG AAATTG ATT ATG TTA ACG CGC CGG ACG CGC GCA AG
2 CRGDKGPDC S AAT TCT TGC CGT GGT GAT AAG GGG CCG GAT TGC TAA CAA ATA CAT AATCTT ACATTC ACT TA
AS AGC TTA AGT GAATGT AAG ATT ATGTATTTG TTAGCA ATC CGG CCC CTT ATC ACC ACG GCA AG
3 CRRETAWAC S AAT TCT TGC CGT CGT GAA ACC GCG TGG GCG TGC TAAAATTTCTTCTCT TTC TTT CAC AAT TA
AS AGC TTA ATT GTG AAA GAA AGA GAA GAAATT TTA GCA CGC CCA CGC GGT TTC ACG ACG GCA AG
4 CNRRTKAGC S AAT TCT TGC AAC CGT CGT ACC AAAGCG GGC TGC TAATACTTCTTT ACT ACAATT TAC AACTA
AS AGC TTAGTT GTA AAT TGT AGT AAAGAAGTATTAGCAGCC CGC TTT GGT ACG ACG GTT GCA AG
5 CGSRGARSC S AAT TCT TGC GGT AGT CGG GGG GCT CGG TCT TGC TAAACACTT ATCTTT CAATTC AAT TAC TA
AS AGC TTAGTA ATT GAATTG AAA GAT AAG TGT TTA GCA AGA CCG AGC CCC CCG ACT ACC GCA AG
6 CRATRGDKC S AAT TCT TGC CGC GCG ACC CGC GGC GAT AAATGC TAAATACTT TAC AAACAAATAACACACTA
AS AGCTTAGTGTGT TATTTG TTT GTA AAG TAT TTAGCATTT ATC GCC GCG GGT CGC GCG GCA AG
7 CGLIIQKNEC S AAT TCT TGC GGG CTG ATT ATT CAG AAG AAT GAG TGC TAACTT TCT CAT ACTTTC AACTAATTT TA
AS AGC TTAAAATTAGTT GAA AGT ATG AGA AAG TTAGCACTC ATT CTT CTG AAT AAT CAG CCC GCA AG
8 CG.C S AAT TCT TGC GGT GGC GGA GGT GGT GGA GGT TGC TAATCAAACTCT CAATTCTTACTT AATTA
! AS AGC TTAATT AAG TAAGAATTG AGAGTT TGATTA GCA ACC TCC ACC ACC TCC GCC ACCGCA AG
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Tabel 6. Bakteriofaagi T7 multikloneerimissaiti kloneeritavad oligonukleotiidid. Kdaikide sense ja antisense ahelate 5’-otsad on fosforiileeritud. Kloneerimispraimerid on
disaininud laborispetsialist Kuldar Koiv.

Sense

Jrk Téhis : 5°-3’ jérjestus
Antisense
1 CNDRDGQKC S AAT TCT TGC AAC GAT CGC GAT GGC CAG AAATGCTA
AS AGC TTAGCATTT CTG GCC ATC GCG ATC GTT GCA AG
2 CGVKKTKAC S AAT TCT TGC GGC GTG AAA AAA ACCAAAGCGTGCTA
AS AGC TTAGCACGCTTTGGTTTTTTT CAC GCC GCA AG
3 CVKKAPSMC S AAT TCT TGC GTG AAA AAA GCG CCGAGCATGTGCTA
AS AGCTTAGCACATGCTCGGCGCTTTTTTCACGCAAG
4 CNKEGRATC S AAT TCT TGC AAC AAAGAAGGCCGCGCGACCTGCTA
AS AGC TTAGCAGGT CGCGCGGCCTTCTTT GTT GCA AG
5 CDKEGRESC S AAT TCT TGC GAT AAA GAA GGC CGC GAAAGCTGCTA
AS AGC TTAGCAGCTTTCGCGGCCTTCTTT ATC GCA AG
6 CGRRKGGTC S AAT TCT TGC GGC CGC CGC AAAGGCGGC ACCTGCTA
AS AGC TTAGCAGGT GCCGCCTTT GCG GCG GCC GCA AG
7 CHKTTRRTC S AAT TCT TGC CAT AAA ACC ACCCGCCGCACCTGCTA
AS AGC TTAG CAGGTGCGG CGGGTGGTTTTATGG CAAG
8 CRQGERSTC S AAT TCT TGC CGC CAG GGC GAACGC AGCACCTGCTA
AS AGC TTAGCAGGT GCTGCG TTC GCC CTG GCG GCA AG
9 CEMNRGTNC S AAT TCT TGC GAA ATG AACCGCGGC ACCAACTGCTA
AS AGC TTAGCAGTT GGT GCC GCG GTT CATTTC GCA AG
10 CKRSRDKEC S AAT TCT TGC AAA CGC AGC CGC GAT AAAGAATGCTA
AS AGCTTAGCATTCTTT ATCGCG GCTGCG TTT GCA AG
11 CGKRGKMTC S AAT TCT TGC GGC AAA CGC GGC AAAATGACCTGCTA
AS AGC TTAGCAGGT CATTTT GCCGCGTTT GCC GCA AG
12 CGLDGSSSC S AAT TCT TGC GGC CTG GAT GGC AGC AGC AGCTGCTA
AS AGC TTA GCA GCT GCT GCT GCC ATC CAG GCC GCA AG
13 CASRTPKRC S AAT TCT TGC GCG AGC CGC ACCCCG AAACGCTGCTA
AS AGC TTAGCAGCGTTT CGG GGT GCG GCT CGC GCA AG
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Tabel 7. PCR protokolli praimerid Sangeri sekveneerimise ettevalmistamiseks.

Jrk

Téhis

5°-3’ jarjestus

1.
2.

T7UP
T/DOWN

AGC GGA CCA GAT TAT CGCTA
AACCCCTCAAGACCCGTTTA

Tabel 8. PCR protokolli praimerid lon Torrenti analiiiisi ettevalmistamiseks.

Jrk  Tihis 5°-3’ jirjestus

1. T7F1PINGS CCT CTC TAT GGG CAG TCG GTG ATA CCA GAT TAT CGC TAAGTA CGC

2.  TR2ANGSBC1 CCATCTCATCCCTGCGTG TCT CCG ACT CAG CTA AGG TAACTT ACT CGAGTG CGG CCG
3. TR2ANGSBC6 CCATCTCATCCCTGCGTG TCT CCG ACT CAG CTA AGG TAACTT ACT CGAGTG CGG CCG
4. TR2ANGSBC7? CCATCTCATCCCTGCGTGTCT CCGACTCAGTTCGTG ATT CTT ACT CGAGTG CGG CCG

5. TR2ANGSBCS8 CCATCTCATCCCTGCGTG TCT CCGACT CAGTTC CGATAACTT ACT CGAGTG CGG CCG
6. TR2ANGSBC10 CCATCTCATCCCTGCGTG TCT CCG ACT CAG CTG ACC GAACTT ACT CGAGTG CGG CCG
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Tabel 9. qPCR protokolli praimerid. Praimerid on disainitud kasutades programme Primer3web versioon 4.0.0™ ja OligoCalc*.

Jrk Tahis 5°-3’ jérjestus

1. iRGD_3 GGT GAT AAG GGG CCG GAT TG
2. G7_3 GGA GGT GGT GGA GGT TGC TA
3. T7_r2 TTA CTC GAG TGC GGC CG

Tabel 10. Biomarkerispetsiifiliste peptiidide in vivo teisel selektsioonilringil suurimaid erinevusi andvad peptiidid tervetes ja tuumoriga hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei

meetodil varasemalt kirjeldatud biomolekulidega seonduvate peptiidide veres ringlemise erinevusi terves ja tuumoriga hiires. lon Torrent-i andmetest.

Jrk Peptiidne jéirjestus Terve BALB/c (DNA molekulide arv reaktsioonis)  4T1 tuumoriga BALB/c (DNA molekulide arv reaktsioonis)
1. CGGGGGGGC 10 183 11 890
2. CARPAR 3968 3759
3. CRGDKGPDC 2795 218
4. CRRETAWAC 1250 868
5. CRATRGDKC 14 569 14 565
6. CNRRTKAGC 13576 16 189
7. CGLIIQKNEC 9954 11 696
8. CGSRGARSC 18 513 15 622
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Tabel 11. Varem kirjeldatud biomarkerispetsiifiliste peptiidide faagiraamatukogu. Koostatud TU vihibioloogia laboris (Teesalu jt., 2012) pdhjal.

Jrk Peptiidne jérjestus In vivo seondumiskoht Jrk Peptiidne jérjestus Seondumiskoht
1. gSMIARL Eesndire 15. CGNKRTRGC Tuumori limfid, tuumori makrofaagid ja
tuumori hiipoksilise piirkonna (Lyp-1) rakud
2. gVSFLEYR Eesnéire 16. CREKA Arenevad veresooned (CREKA)
3. CNGRC Arenevad veresooned, mitmed kohad 17. CTTHWGFTLC Ensiiiim gelatinaas arenevas veresoones
4, CREAGRKAC Tuumori Limfid 18. CSRPRRSEC Atiitipiline stinniméark
5. CAGRRSAYC Pre-maliigsed tuumori limfid 19. CGKRK Lamerakk-kartsinoom
6. CRAKSKVAC Atiiiipiline siinniméark 20. CLSDGKRKC C8161 melanoomi liimfid
7. CRRETAWAC a5B1 integriin 21. CNRRTKAGC Lyp2/K14HPV 16 atiiiipse slinnimargi
kahjustused
8. CRPPR Siida 22, RPARPAR Proteoliiiitiline CendR peptiid
9. CPKTRRVPC Siida 23. CRGDKGPDC Erinevad kasvajad (iRGD)
10. CGLIIQKNEC Vereklomp (CLT1) 24, CAGALCY Aju
11. CNAGESSKNC Vereklomp (CLT2) 25. GGGGGGG Puudub (negatiivne kontroll)
12. CARSKNKDC Haav (CAR) 26. CGGGGGGGC Puudub (negatiivne kontroll)
13. CRKDKC Haav (CRK) 27. SSVDKLAALE Inserdita faag
14. GLNGLSSADPSSD Kops 28.-59. Erinevad avaldamata
WNAPAEEWGNW biomarkerispetsiifilised
VDEDRASLLKSQE jarjestused
PISNDQKVSDDDK
EKGEGALPTGKSK
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Tabel 12. CX;C-raamatukogu in vivo teisel selektsiooniringil suurimaid erinevusi andvad faagid tervetes ja tuumoritega hiirtes. Katses vorreldi faagidisplei meetodil
madaldatud mitmekseisusega (10°) CX,C-raamatukogu peptiidide veres ringlemise erinevusi terves ja tuumoriga hiires. lon Torrent-i andmetest.

Jrk Peptiidne jérjestus Terve nude-Foxlnu (DNA molekulide arv reaktsioonis) PC-3 tuumoriga nude-Fox1nu (DNA molekulide arv reaktsioonis)
1. CGGGGGGGC 23 357 47 155
2. CNDRDGQKC 19 610 25131
3. CGVKKTKAC 5240 4323
4. CVKKAPSMC 6 561 4411
5. CNKEGRATC 7171 4925
6. CDKEGRESC 1275 384
7. CGRRKGGTC 10 657 9748
8. CHKTTRRTC 10 459 6 375
9. CRQGERSTC 10 162 14 938
10. CEMNRGTNC 4774 3967
11. CKRSRDKEC 24 988 12 594
12. CGKRGKMTC 8 006 6 651
13. CGLDGSSSC 50 470 46 763
14, CASRTPKRC 10 053 12 869
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LOOMKATSE LABIVIIMISE
LOAKOMISJON

OTsUS 22 november 2001 nr 90
Tallinn

Loomkatse lEhiviimise luba

“Loomakainseseaduse” § 45 lodke 3 ja § 47 loike 6 alusel ning leomkaise
labiviimise loakomisjonn 21, novembnn 2011 a istungl protokolll nr 48 kohosel
otsustati:

1. Anida luba Tambet Teesalu le (siind. 2400, 1968, aadress Ravila 19, 30411
Turtu) loomkatse, kokkuvitva mimetusegs “Glioblastoomi penetreerivate peptindide
identifitsecrimine ja prekliiniline valideerimine”, Libiviimiscks jirgmistel tingimustel:

I Joombkatse Kibiviimise aeg jo koht: 0000120012 - 31122018, Tame Ulikooli
Arstiteaduskonna vivasrum (etlevolte tunnustamize otsus 16112004 nr KL1201,
aadress Ravila 19, 51004 Tartu);

Tartw Ulikooli  molekulaar-  ja  rakubioloogia  instiondi vivaodem  (emevivite
wnnustamise elsus 50004, 2004 nr KL1202, asdress Bia 23, 51000 Tartu);

21 katseloomade liik ja arv: 3560 hiin;

3) loomkatses rakendataved menetlused: a) nahasluste wumonte tekitumiseks
dizzotsieeritud tuumorirakkude nahaalun injektsioon.
b} ortotroopseete eesnaime- ja pankreaseviihi mudel — dldnarkoosi all tavertiin i.p, segu
ketarmimist (100make ja sylasine st (10 mekg) ip) sistitakse prostata viihicaked
pesniiiirme  eessupurasse vol pankrease  pornasagarasse. Kohubdone sein suletikse
dmblustega, haav desinfitseeritakse.
¢l glicomide implanteerimine ajukoesse — Uldnarkoosis katselooma koljusse puuritakse
I mm diameetriga avaus ja vilhiraked sistakse 3.5 mm stigavosele, Ava koljus
suletakse luuvahaga, nahahaav suletakse dmblustega ning desinfitseentakse.
d) peale vithirakkude implantatsiooni jalgitakse regulaarselt tuumorite suurust, hiire
kaalu ja kiimmist. Nahaaluse viihiga hiirte puhul jElgitakse, et kasvaga diameeter e
iiletaks 1 cm. Kurtumuse ilmnemisel rakendatakse cutanaasiab.

Eutanaasia toimub ildnarkoosis hiide ekssanguinatsioni teel, kasutades susteemset
perfusiooni PESiga ¢ vai 4% paraformaldehibiidi ga). Alternatiivina kasutatakse C0-,

2, Osust  on  digus vaidlustsds “Holdusmenetluse  seaduses™ vl
“Halduskohtumenetluse seadustikus™ ettendhtud korras ja tihtaja jooksul.
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