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SISSEJUHATUS

Ajukasvaja iiheks kdige levinumaks ja ohtlikumaks vormiks on glioblastoom, kuna see on
viga invasiivne vdhivorm ning diagnoositakse tihti liiga hilises staadiumis. Kasvajate
modelleerimiseks uurimist6d ja ravimite testimise eesmargil on vilja todtatud mitmeid
erinevaid mudeleid, millest kdige laialdasemalt kasutatavad on tuumorirakkude kasvatamine

koekultuuris ning kasvajate indutseerimine laborihiirtes.

Uheks kdige suuremat potentsiaali omavaks geeniteraapia teostamise vahendiks on siRNA ja
selle abil RNA interferentsiga spetsiifiliste geenide post-transkriptsiooniline vaigistamine.
Geeniteraapia suurimaks véljakutseks on aga erinevate bioaktiivsete nukleiinhapete
rakkudesse viimiseks sobivate transportvektorite arendamine. Sellisteks vektoriteks vdivad
olla rakku sisenevad peptiidid, mis on tidnu erinevatele modifikatsioonidele vdimelised
transportima erinevaid molekule 14bi raku plasmamembraani ning kohale toimetama vajalikku

asukohta rakus.

Antud t66 eesmargiks oli véahispetsiifilise ribonukleotiidi reduktaasi M2 subiihiku geeni
vastase SiRRM2 valideerimine, kasutades rakku sisenevat peptiidi PepFect6. Lisaks sooviti
uurida PepFect6 potentsiaali RNA interferentsi vahendamisel in vivo hiiremudelites.
Viimaseks eesmirgiks piistitati 3D rakukultuuride kasutamise metoodika viljatéotamine

rakendamiseks rakku sisenevate peptiidide uurimisel.

Antud uurimistéo teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia

laboris.

Mirksonad: rakku sisenevad peptiidid, RNA interferents, ribonukleotiidi reduktaas, in vivo

tuumorimudelid, 3D rakukultuurid



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Ajukasvajad

Kodige levinumateks primaarseteks ajukasvajateks on pahaloomulised glioomid. Nende
heterogeensus, holmates kliinilist esinemist, patoloogilisust ja ravimivastust, muudab seda
tiiipi kasvajad keeruliseks uurimisobjektiks. Lisaks on haiguse varajane diagnoosimine
raskendatud, sest kliinilised siimptomid on tihti ebaspetsiifilised (Jov¢evska et al., 2013).
Hiljutised kuvamismeetodite ja -tulemuste kvantitatiivse analiiiisi edasiarendused on siiski
viinud kasvaja diagnoosimise ja ravi alustamise varasemaks. See annab onkoloogidele
rohkem aega, et kindlaks méarata kdige sobivam ravikidik. Lisaks on paranenud arusaamad
kasvajate bioloogilistest, geneetilistest ja vastupanu-mehhanismidest, mis on omakorda

taiustanud kirurgilisi, kemoteraapia- ja Kiirituse meetodeid (Ahmed et al., 2014).

Maailma Terviseorganisatsioon (WHO — World Health Organization) on klassifitseerinud
glioomid histoloogilise tiilibi jérgi, vottes aluseks kasvaja kdige pahaloomulisema osa.
Kasvaja pahaloomulisuse aste sdltub tuumade atlipismi tasemest, mitootilisest aktiivsusest,
mikrovaskulaarsest vohamisest ja nekroosist, kusjuures mida suuremad on haiguslikud
muutused rakkudes, seda kdrgema astmega kasvaja on. Astmed jagunevad jargmiselt:

e | aste — pilotsiitaarne astrotsiitoom

o |l aste — difuusne astrotsiitoom

e |ll aste — anaplastne astrotsiitoom

e |V aste — glioblastoom (GBM - glioblastoma multiforme)

| ja II on madalad astmed ning III ja IV on korged astmed. Viimaseid kahte peetakse
pahaloomulisteks glioomideks. Keskmine diagnoosimise vanus on glioblastoomide puhul 64
aastat ja anaplastsete glioomide puhul 45 aastat. Pahaloomulised glioomid on sagedased ning
pohjustavad patsientide suurt suremust. Isegi optimaalse ravi puhul on keskmine ellujddmise
acg parast haiguse avastamist glioblastoomide puhul ainult 12-15 kuud ja anaplastiliste
glioomide puhul 2-5 aastat (Ahmed et al., 2014).

Glioblastoom voib olla primaarne (tekkides de novo) voi sekundaarne (arenedes madalama
astme kasvajast). Primaarsed glioblastoomid on sagedasemad ja tekivad enamasti iile 50-
aastastel patsientidel, sekundaarsed aga sagedamini noorematel patsientidel. Viimased tekivad
algselt madalama astme kasvajana ning progresseeruvad mitmete aastate jooksul

glioblastoomiks (JovCevska et al., 2013). Lisaks primaarsetele ja sekundaarsetele



ajukasvajatele voivad ajus esineda ka teiste vahitiilipide metastaasid, mis on kdige sagedamini

parit melanoomist, kopsu- voi rinnavahist (Ahmed et al., 2014).

Igal aastal diagnoositakse iile 11 miljonil indiviidil vihk ning on ennustatud, et aastaks 2020
touseb see arv 16 miljonini. Pahaloomulised glioomid on koige levinum primaarsete
ajukasvajate vorm, mille iga-aastane sagedus on 5 indiviidi 100 000 inimese kohta (Jov¢evska
et al., 2013). Pahaloomulistest glioomidest on aga koige sagedasemad glioblastoomid,

moodustades neist 82% (Omuro and DeAngelis, 2013).

GBM omab histoloogiliselt suurenenud rakulist tihedust ja mitootilist aktiivsust, selles toimub
vaskulaarne vohamine ja esineb nekroos. Nende tuumorite rakud on pleomorfsed ehk nende
suurus ja kuju varieerub suuresti. GBM ja teised pahaloomulised glioomid on véga
invasiivsed, infiltreerudes iimbritsevasse aju parenhiiiimi, kuid samas esinevad nad tiilipiliselt

kesknérvisiisteemis ning ei metastaseeru (Omuro and DeAngelis, 2013).

Glioome on viga keeruline varakult diagnoosida, sest patsientidel esinevad siimptomid nagu
peavalud, segadus ja méluhdired ei pruugi olla alguses kuigi tdsised ega spetsiifilised vaid
ajukasvajale (Jovéevska et al., 2013). Samuti voidakse ajukasvaja siimptomeid nagu
kognitiivseid raskuseid ja isiksusemuutuseid ekslikult pidada psiihhiaatriliseks hdireteks voi

dementsuseks, eriti kui tegu on vanemate indiviididega (Omuro and DeAngelis, 2013).

Patsiendi aju kuvamine mingib kdige olulisemat rolli diagnostikas ja tuumori asukoha,
ulatuse ja bioloogilise aktiivsuse hindamisel nii enne, parast kui ka ravi kestel. Ajukasvaja
olemasolu  tehakse  enamasti  kindlaks  kahe laialtlevinud  kuvamismeetodi,
kompuutertomograafia (KT) vdi magnetresonantstomograafia (MRT) abil, kus kasvaja ilmneb
massina ajus, mis on imbritsetud ajutursetega (JovCevska et al., 2013). Lisaks on viimastel
aastakiimnetel diagnostikas ja klassifitseerimisel kasutatud molekulaarne patoloogia muutnud
pahaloomuliste glioomide kaitlemist. Molekulaarsed biomarkerid on aidanud eristada ja

tuvastada erinevaid glioomide klasse (Ahmed et al., 2014).

Enamasti on glioomide esmaseks kuvamise meetodiks kompuutertomograafia. Kontrastainega
KT visualiseerib hematoentsefaalse ehk vere-aju barjaari muutused, kuid KT sensitiivsus on
palju madalam kui MRT oma (Ahmed et al., 2014). MRT on pdhiliseks meetodiks kasvaja
ravile allumise jalgimiseks, kuigi infot edasiste prognooside jaoks ei ole vdimalik hankida
enne paari nddala méddumist ravi alustamisest. Ei KT ega MRT abil ei ole voimalik tédpselt
madrata, kas tegu on Kkasvaja taasilmumisega vOi ravimefektiga. MRT joonistab kiill
Suurepdraselt vélja anatoomilised detailid, kuid ei suuda usaldusvéirselt eristada kiiritusest

tekkinud nekroosi ja ravijargset kasvaja taasilmumist. Selleks on vdimeline funktsionaalne
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kuvamine, mis eristab nekroosi eluvoimelisest ajukasvajast ja suudab maéirata elujoulisuse
taset. Naiteks positronemissontomograaf (PET) on voimeline jdlgima ajukasvaja terapeutilist

vastust palju suurema sptetsiifilisusega kui KT voi MRT (Ahmed et al., 2014).

Diagnostikas kasutatakse lisaks ka koeproove, mis on eraldatud kasvaja Kirurgilise
eemaldamise ajal vOi kasutades stercotaktilist biopsiat. Proovi votmiseks kasutatakse vaid

biopsiat, kui haiguskollet ei ole voimalik opereerida (Ahmed et al., 2014).

Asja diagnoositud kasvaja puhul eemaldatakse glioblastoomiga patsientidel Kkirurgiliselt
voimalikult suur osa kude, sest on niidatud, et selline ldhenemine parandab patsientide
ellujaamist. Maksimaalne kirurgiline véiljaopereerimine leevendab kasvaja suurusest tingitud
simptomeid, vdimaldab kiirituse ja kemoteraapia dooside vidhendamist ning selle kdigus

eraldatakse kude, mida edasi uurida (Ahmed et al., 2014).

Kuna MRT ja teised visualiseerimise tehnikaid on edasi arendatud selleks, et kasutada neid
operatsiooniaegselt, on saanud voimalikuks ka selliste kasvajate eemaldamine, mis asuvad
kortikaalsete struktuuride (to6tlevad meeleelunditelt saadud signaale) vahetus ldheduses, ilma

neid kahjustamata (Ahmed et al., 2014).

Kliinilised katsetused on ndidanud, et III ja IV astme ajukasvajate puhul pikendab Kiirituse
kasutamine koos Kirurgilise sekkumisega mérgatavalt patsientide ellujddmist, kui vorrelda
ravimist ainult kasvaja viljaopereerimisega. Erineva histoloogia ja astmega pahaloomuliste
glioomide ravimiseks on viljatdotatud erinevad optimaalsed kiirituse doosid ja manustamise
ajavahemikud (Ahmed et al., 2014).

Hetkel kasutatakse esmaselt diagnoositud glioblastoomi standardravina kasvaja kirurgilist
véljaldoikamist, kiiritusravi ja lisaks abistavat temosolomiidi (tuntud kemoterapeutikumi)
manustamist. See on suurendanud patsientide keskmist ravijargset ellujadmise aega umbes
14,6 kuuni (Ahmed et al., 2014).

Parast esmast ravi kogevad peaaegu koik glioblastoomiga patsiendid haiguse taasilmumist
keskmiselt parast 7-10 kuulist progressioonivaba perioodi. Sellel juhul ei ole aga kahjuks
iikski padstvatest ravivoimalustest selgelt ndidanud ellujdédmise suurenemist, vaid on pigem
mdjunud kasulikult ainult osadele patsientidele. Uldiselt peaks taasilmumise puhul kasutama
individuaalset 1dhenemist ravivalikutes ja tdsiselt kaaluma kliinilistes katsetustes osalemist.
Ka korduvat kirurgilist kasvaja eemaldamist vOidakse kaaluda kasvaja massist tingitud
siimptomite leevendamiseks ja tuumori histoloogilise ja molekulaarse pildi uuendamiseks,
kuid kirurgilise sekkumise ellujadmist parandavad kasutegurid on sel puhul siiski ebaselged.

Enamus patsiente korduvalt ei opereerita, pohjuseks voib olla kasvaja asukoht, selle aju
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mooda laialilevimine voi patsiendi kehv fiisioloogiline seisund (Omuro and DeAngelis,
2013). Taasilmuva GBMiga patsientide ravivastused on kehvad, keskmine aeg kasvaja uuesti
progresseerumiseni on 9 nédalat ja keskmine eluspiisimise aeg vaid 25 néddalat (Ahmed et al.,

2014).

1.2 Kasvajate modelleerimine

1.2.1 In vitro iihekihiline rakukultuur

Esimene inimese rakuliin, HeLa emakakaelavihi rakuliin, tootati vdlja 1951. aastal (Hsu et

al., 1976). Alates sellest hetkest on erinevate rakuliinide arv plahvatuslikult kasvanud.

Rakukultuuris kasvavate rakkude keskkonda on erinevalt organismis kasvavast tuumorist
voimalik muuta ning reageerimist erinevatele muutujatele hésti jdlgida. Samuti on voimalik
nende efektiivne geneetiline muutmine ning erinevate in vitro rakenduste jaoks vélja to6tatud

meetoditega analiilisimine.

Seetdttu ongi pohiliseks mudeliks uute vdhivastast potentsiaali omavate ravimikandidaatide
esmasel testimisel tihekihiliste ehk 2D rakukultuuride kasutamine. Laialdane inimese kasvaja
rakuliinide kasutamine on parandanud arusaamasid molekulaarsetest mehhanismidest, mis
pohjustavad rakkude pahaloomuliseks muutumist ning on kaasa aidanud ravistrateegiate

viljatodtamisel.

1.2.2 In vivo hiiremudelid

In vitro katsetest on kiill vdimalik hankida esialgsed ravimivastuse tulemused, kuid see ei taga
nende tulemuste kordumist elusorganismis. Uuritavate ainete kasvajavastase potentsiaali

hindamiseks in vivo kasutatakse mudelorganismina koige laialdasemalt laborihiiri.

Inimese kasvajate modelleerimiseks kasutatakse immuunpuudulikke hiiri, sest hiirte
normaalne immuunsiisteem on piisavalt tugev, et inimese kasvajarakud vélja tdrjuda. Aja
jooksul on vilja tootatud mitmeid geneetiliselt muundatud immuunpuudulikke hiiri, kellest
monedes on voimalik indutseerida ka algsest patsiendi proovist périt kasvajarakkudest

tuumoreid ning seeldbi teostada patsient-spetsiifilist kasvaja ravimist (Shultz et al., 2013).

Enamasti indutseeritakse kasvaja, siistides koekultuuris kasvatatud tuumorirakud
immuunpuudulikule hiirele subkutaanselt ehk naha alla. Niimoodi moodustub mdne aja
pérast, olenevalt rakuliinist, silmaga ndhtav tuumor. Kuna sel viisil kasvaja indutseerimine on
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vordlemisi lihtne protseduur ja kuna subkutaanse tuumori kasvu on hea jélgida, on kirjeldatud
meetod véhibioloogia valdkonnas laialdaselt kasutatav. Kuigi subkutaansed tuumorid on
heaks mudeliks uute ravimolekulide kindlakstegemisel ja algsel testimisel, ei pruugi monedel
juhtudel ravimivastuse ennustamine Onnestuda. Pohjuseks voib olla see, et kasvaja ei
integreeru piisavalt hésti timbritseva koega ning seal ei ole ka tuumori algse kasvukoha

mikrokeskkonda.

Kasvaja indutseerimine talle omases péritolu keskkonnas vdimaldab tal paremini
kommunikeeruda anatoomiliselt sobiva koe naaber-rakkudega. Selline péritolu keskkonnas
modelleerimine vdimaldab reaalsele patsiendi kasvajale ldhedasema bioloogiaga mudeli
tekkimist kui subkutaanse indutseerimise puhul. Teisalt raskendab tuumorimudeli kehasisene
paiknemine oluliselt selle kasvu jélgimist ning nduab kasvaja progresseerumise ja
Metastaseerumise mitteinvasiivseks jilgimiseks keeruliste kuvamisvdimaluste olemasolu

(Zong et al, 2013).

1.2.3 In vitro sfaarid

Kasvaja mikrokeskkonna taasloomine, holmates tuumori ja iimbritseva koe vastastikmojusid,
rakk-rakk interaktsioone ja rakkudevahelist signalisatsiooni, on vdhiuuringutes esmatéhtis.
Neid tingimusi 2D rakukultuurid tagada ei suuda, kiill aga on selleks vdimelised 3D
rakukultuurid ehk tuumori sfadrid. Need mimikeerivad in vivo tuumorites Kirjeldatud
kasvajasiseseid struktuure ja voimaldavad rakk-rakk interatsioonide tekkimist (Wang et al.,
2014).

Sfadride suuremaks kasvades tekivad nende keskele alad, kus on vdhenenud hapniku ja
toitainete sisaldus nagu halvasti vaskulariseeritud tuumori aladeski. Need omadused aga
mdjutavad RNA ja valgu silinteesimist ning ravimikandidaatide koesse penetreerumis- ja

seondumisvdimet ning bioaktiivsust (Friedrich et al., 2009).

Bioloogilised uuringud on nididanud, et kasvajarakud vdivad 3D mudelites omada 2D
kultuuridest erinevat rakkude funktsiooni, diferentseerumist, ravimi metaboliseerimist,
geenide ekspressiooni, valgusiinteesi, morfoloogiat ja eluvdimelisust. Samuti on niidatud

sfadrirakkude suuremat vastupanuvdimet ravimitele (Wang et al., 2014).

Uute ravimikandidaatide testimisel vdib pidada 3D rakukultuuri sobivaks etapiks
traditsiooniliste 2D kultuuride ja in vivo mudelite vahel. Kuna mitmed iihekihilises
rakukultuuris lubavaid tulemusi ndidanud ravimid ei td6ta juba teise etapi, sfdéride, puhul, on
voimalik ravimiarenduses kasutatavate katseloomade arvu vihendada.
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1.3 Geeniteraapia

Raskeid haigusi pohjustavate geenimutatsioonide avastamine inimesel on suurendanud
noudlust efektiivsete ja turvaliste transportvektorite jirele, mis vdimaldaksid terapeutilise
efektiga nukleiinhappeid rakkudesse transportida. Uldiselt toimub geeniteraapia puhul
huvipakkuvate rakkude geneetiline modifitseerimine vdi geeniekspressiooni mdjutamine, et
ravida vOi leevendada haigusi nagu périlikud tervisehdired voi vdhk. Geeniteraapiat voib
vastavalt saavutatavale efektile jagada kaheks erinevaks alagrupiks (Mae et al., 2009):

1. doonor-DNA abil vigaste geenide asendamine korrektselt funktsioneeriva geeniga;

2. antisense oligonukleotiidide abil sihtmérgiks oleva geeni ekspressiooni inhibeerimine voi

geneetilise defekti parandamine.

Kliinilistes uuringutes on geeniteraapiat pohiliselt rakendatud vihivastase teraapia

véljatootamiseks ning vastavaid meetodeid voib jagada kolmeks: (Rochlitz, 2001):

1. kasvajavastase immuunvastuse tugevdamine;

2. tuumori supressorgeenide ekspressiooni, mille vaigistamisest on tekkinud rakutsiikli
haired voi onkogeenide aktivatsioon, taastamine;

3. kasvajarakkude apoptoosi indutseerimine.

1.4 RNA interferents

Avastus, et geeniekspressiooni saab reguleerida viikeste RNAde ja neile komplementaarsete
mRNAde kaudu - protsess, mida teatakse RNA interferentsina (RNAIi) - on
tahelepanuvédérselt  parandanud  arusaamist eukariiootsest — geeniregulatsioonist ja

-funktsioonist.

Enne 1980. aastaid peeti RNAd {ldiselt passiivseks informatsioonikandjaks DNAIt
valgusiinteesini. 1980. aastate alguses avastati kataliiiitiline RNA (Latham and Cech, 1989)
ning 1986. aastal voeti kasutusele termin ,,RNA maailm* (Castanotto and Rossi, 2009),
millest on tinaseks saanud tavaline viljend, kuna RNA omab rakubioloogias vdga olulist

kohta.

Veidi rohkem kui kiimme aastat tagasi laienesid teadmised RNA funktsionaalsusest veelgi,
kui nematoodis Caenorhabditis elegans avastati, et kaheahelaline RNA (dsRNA - double-
stranded RNA) vaib kéivitada komplementaarsete mRNA jérjestuste vaigistamise (Fire et al.,
1998). Varsti pdrast seda hakati kunstlikult tootma lithikesi dsRNAsid ehk viikeseid
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interfereeruvaid RNAsid (siRNAsid) (Zamore, 2006) ning naidati, et RNAI ilmneb tihti ka

imetaja rakkudes, kuid mitte alati ilma immuunsiisteemi kdivitamiseta (Judge et al., 2005).

Teadmisel, et viikesed RNAd vdivad mdjutada geeniekspressiooni, on olnud tohutu mdju
teaduse arendamisele ning RNAi on hetkel iiks kdige paljulubavamatest meetoditest erinevate
haiguste raviks (Castanotto and Rossi, 2009). RNA interferentsi arendamiseks

ravieesmirkidel on vaja mdista viikeste RNAde biogeneesi radasid (joonis 2).

Geenivaigistamises osalevad vidikesed RNAd on miRNAd ja siRNAd. Primaarsed
mikroRNAd (pri-miRNAd) transkribeeritakse RNA poliimeraasi poolt ja tdddeldakse
mikroprotsessori kompleksi poolt umbes 70 nukleotiidi pikkusteks prekursoriteks, mida
kutsutakse pre-miRNAdeks. Need seonduvad eksportiin 5ga ja eksporditakse tuumast
tsiitoplasmasse, kus spetsiaalne kompleks (mis sisaldab ka endoribonukleaasset ensiiiimi
Dicer) protsessib pre-miRNAd miRNA-miRNA dupleksideks. Viimane seondub prekursor
RNA-indutseeritud vaigistuskompleksis e pre-RISC kompleksis (precursor RNA-induced
silencing complex) oleva Argonaudi (AGO) proteiiniga. Uks dupleksi ahelatest (passenger-
ahel) eemaldatakse ning kiips RISC sisaldab juhtivat ahelat, mis juhatab kompleksi sihtmérk-

MRNA juurde, et saaks toimuda post-transkriptsiooniline geenivaigistamine.

Pikad dsRNAd protsessitakse véikesteks interfereeruvateks RNAdeks (siRNAdeks). Need on
20-24 nukleotiidi pikkused RNAd, mis kannavad 3° OH- ja 5’ fosfaatgruppe (3’ iileulatuvate
otstega). pre-RISC kompleksis eemaldab AGO valk siRNA passenger-ahela. Seejarel
seondub kiips RISC, mis sisaldab AGO valgu ja siRNA juhtivat ahelat, sihtmark-mRNAga
ning toimub selle 16ikamine. siRNAd on enamasti tdielikult komplementaarsed oma sihtmérk-
mRNAga ning viimase ahela ldikamine toimub 10-12 aluspaari kaugusel siRNA juhtiva ahela

seondumiskoha 5’otsast.

Ratsionaalsel siRNA disainil on oluline arvestada siRNA jérjestust, vaigistamise osa keemilist
iseloomu (nt RNA modifitseeritud aluste ja suhkrutega voi ilma nendeta), RNA pikkust ning
5’ ja 3’ otste iseloomu. Koige tavalisem meetod RNA interferentsi kasutamisel suunatud
geenivaigistamiseks on viia 21-22 aluspaari pikkuseid siRNAsid rakkudesse. Teine variant on
kasutada pikemaid, 25-27 nukleotiidi pikkuseid duplekse, mida saab intratsellulaarselt
protsessida ensiiiimi Dicer abil siRNAdeks. Modnedel juhtudel v&ib niisuguste rakus

produtseeritud siRNAde vaigistav potentsiaal olla kdrgem (Davidson and McCray, 2011).
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Joonis 2. siRNA poolt indutseeritud RNA interferentsi rada imetajates (Whitehead et al.,
2009).

1.4 Rakutsiikli seosed ribonukleotiidi reduktaasiga

Rakutsiikkel koosneb mitoosi faasist ja interfaasist ning viimane jaguneb omakorda G1-, S- ja
G2-faasideks. G1-faasis toimub raku kasvamine ja S-faasiks valmistumine, S-faasis DNA
stintees ning G2-faasis toimub taas raku kasvamine ning mitoosiks vajalike valkude
stinteesimine (Vermeulen et al., 2003).
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Ribonukleotiidi reduktaas (RR) on limiteeriv ensiiim ribonukleotiidide muutmisel
desoksiiribonukleotiidideks, mis on hédavajalikud DNA siinteesiks ja replikatsiooniks.
Inimese RRi abil nimetatud nukleotiidide vahetumiseks on vajalik mdlema RRi subiihiku,

RRM1 ja RRM2, ekspressioon (Rahman et al., 2012).

Rakutsiikli jooksul ekspresseeritakse neid subiihikuid erinevalt. RRM1 ekspressiooni tase
puisib rakutsiikli véltel konstantsena ning selle valgu poolvdirtusaeg on umbes 20h. RRM2
subiihikut ekspresseeritakse ainult hilises G1-faasis voi varajases S-faasis ja RRM2 valgu
poolvéadrtusaeg on vaid 3h (Chabes and Thelander, 2000).

RRM?2 iileekspresseerimine méngib olulist rolli kasvajate progresseerumisel ja rakulises
vastuses DNA kahjustustele (Zhang et al., 2009). Suurenenud ribonukleotiidi reduktaasi
aktiivsus ja RRM2 iileekspresseerimine tdstab mirgatavalt inimese vdhirakkude angiogeenset

ja invasiivset potentsiaali ning ravimiresistentseid omadusi.

siRRM2 omab potentsiaalset tsiitostaatilist efekti, pidurdades tuumorirakkude paljunemist
1abi rakutsiikli blokeerimise G1/S-faasis (Zuckerman et al., 2011). Eeldatakse, et kasutades
RRM2-spetsiifilise siRNAga seotud nanopartikleid, voib saada voimalikuks monede
ebaspetsiifiliste efektide iiletamine, kuna kasvajarakud on RRi inhibitsiooni tsiitotoksilise
efekti suhtes tundlikumad kui normaalsed rakud. Pohjuseks on see, et kasvajarakkudel on
jagunemiseks vaja suuremat dNTPde hulka, nende kohanemisvdime on vidhenenud ja
regulaatorsignaalidele vastamise vdime on madal. Seetdttu on ribonukleotiidi reduktaasi

peetud pikalt heaks kemoteraapia sihtmérgiks véhi puhul (Shao et al., 2006).

1.5 Transportvektorid

Geeniteraapia rakendamise suurimaks tagasiloogiks on nukleiinhapetel pdhinevate
terapeutiliste molekulide efektiivne viimine rakkudes asuvatesse spetsiifilistesse sihtmark-
kohtadesse. Nukleiinhapped on kdorge negatiivse laenguga hiidrofiilsed molekulid ning
seetdttu ei ole nad vdimelised spontaanselt rakumembraane ldbima. Sellest tulenevalt on vaja

tohusaid transportvektoreid, mis voimaldaksid vahendada terapeutilist efekti.

Viiruslik geeniteraapia kasutab viraalseid vektoreid, mis arvesse vottes nende struktuuri ja
toimimise mehhanisme, on head kandidaadid efektiivseks ravigeenide kandmiseks, tuues
kaasa pikaajalise geeniekspressiooni (Marsh and Helenius, 2006). Viiruslikel vektoritel on
loomulik vdime rakkudesse siseneda ning ekspresseerida seal enda valke. Ténapédeval on

enimkasutatavad vektorid retro-, herpes-, adeno- ja lentiviirused. Siiski vdivad viraalsed
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vektorid pohjustada patsientidel tdsiseid probleeme nagu nditeks toksilisust, onkogeenseid
efekte ning immuun- ja pdletikureaktsioone (Hollon, 2000). Nende pdhjuste tottu on
viiruslike vektorite kasutusvaldkond piiratud spetsiifiliste rakendustega ja teadlaste

tdhelepanu viimasel ajal suunatud rohkem mitteviraalsetele vektoritele.

Mitteviirusliku geeniteraapia vektoritena on laialdaselt kasutatud siinteetilisi ja looduslikke
katioonseid poliimeere, et kondenseerida DNAd ja RNAd viikesteks (nanoskaalas)
partikliteks ning neid rakku transportida. Mitteviraalsed vektorid arvatakse olevat viraalsetele
turvalisemad alternatiivid, sest need kutsuvad esile minimaalse immuunvastuse peremehes
(Jreyssaty et al., 2012).

1.6 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (CPP - cell penetrating peptide) on lithikesed amfipaatsed ja/voi
positiivse laenguga peptiidid, mis on vdimelised véhetoksiliselt imetajate rakkudesse (nii in
vitro kui in vivo) transportima erinevaid bioloogiliselt aktiivseid molekule (Langel, 2011).
Alates esimeste CPPde avastamisest (Derossi et al., 1994) on ilmnenud sadu uusi rakku
sisenevaid peptiide ning need on hakanud teadusele itha rohkem huvi pakkuma. CPPd on
voimelised transportima erinevaid molekule 14bi plasmamembraani ning eriti huvitav on see,

et enamikul CPPdel ei tundu olevat mitte mingit transporditava aine suuruse piirangut.

Kuigi CPPde rakku sisenemise mehhanism pole siiani iheselt selge, on teada, et

lastmolekulidega seotuna kasutavad nad rakkudesse sisenemiseks enamasti endotsiitootlisi

teid. Nende mehhanismide mdistmine on oluline selleks, et ratsionaalselt disainida uusi

CPPsid vo6i muuta olemasolevaid nii, et paraneks transporditavate ainete rakku viimise

efektiivsus. Uuringutele tuginedes oletatakse CPPde rakku sisenemisel nelja pohilist etappi

(Mée et al., 2009):

1. interaktsioonid raku pinnaga;

2. 1abi rakumembraani litkumine (pohiliselt erinevat tiilipi endotsiitoosi teel, kuid on ka
taheldatud (Henriques et al., 2007) otsest litkumist 1dbi rakumembraani);

3. endosoomidest vabanemine (endosomaalse transpordi puhul);

4. erinevatesse rakusisestesse organellidesse kohalejoudmine.

Viimase kiimne aasta jooksul ldbiviidud uuringud on ndidanud CPPde kasulikkust

nukleiinhapete rakkudesse viimisel nii in vitro kui ka in vivo (ElI-Andaloussi et al., 2005).

Nende peptiidide kasutusvdoimalused on viga paindlikud, nditeks on CPPsid kasutatud
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erinevatest klassidest oligonukleotiidide prekliinilistes uuringutes, mis puudutasid véhi-,
stidamehaiguste ja viiruslike infektsioonide mudeleid (Mée et al., 2009). Need katsed
saavutasid ka suurt edu. CPPde mittetoksiline iseloom, eriti vorreldes liposoomidel
pOhinevate transportvektoritega (Andaloussi et al.,, 2011), ning nende iisna korge
kohaletoimetamise efektiivsus teevad neist tulevase ravimiarenduse huviobjektid. Sarnaselt
iilejadnud mitteviraalsete vektoritega jadb oligonukleotiide transportivate modifitseerimata
CPPde puuduseks siiski nende kuhjumine ligipddsmatutesse endosomaalsetesse iliksustesse

ning edaspidine lagundamine liisosoomides (Mée et al., 2009).

Uks vdimalus endosoomidesse kinnijdimise probleemi lahendamiseks on keemiliste
modifikatsioonide sisseviimine CPPdes, mis v0ib tunduvalt parandada endosoomidest
CPP/ON komplekside vabanemist (Andaloussi et al., 2011). See annab voimaluse kasutada
viiksemaid komplekside koguseid ja suurendada transfektsiooni efektiivsust (Mée et al.,

2009).

Uheks hiljutiseks niiteks edukast CPP modifitseerimisest on El Andaloussi jt poolt
kirjeldatud peptiidne oligonukleotiidide kandja PF6, mis on ndidanud siRNA transfektsiooni
puhul muljetavaldavaid tulemusi:

e sOltumatult rakutiilibist ja konfluentsusest tervete rakupopulatsioonide transfekteerimine;
e aktiivsuse sdilitamine seerumivalkude juuresolekul;

e minimaalse toksilisuse omamine;

e siisteemselt in vivo toGtamine.

Mitmeid meetodeid oligonukleotiidide efektiivsemaks transportimiseks CPPdega on juba
testitud nii in vitro kui ka in vivo. Kuigi katsetatud siisteemid on efektiivselt to6tanud, on viga
toomahukas selliseid keerulisi vektoreid konstrueerida ning on tarvis veel erinevaid

meetodeid tdiendada (Mae et al., 2009).

1.6.1 PepFect tehnoloogia

Rakku sisenevad peptiidid PepFect-id (PF) pohinevad transportaan 10 (TP10) modifitseeritud
analoogidel. TP10 on 21 aminohappe pikkune, amfipaatne ja positiivselt laetud CPP
(jarjestusega AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,) (Soomets et al., 2000). Koige olulisem
TP10 modifikatsioon PepFectide strateegia puhul on steariiiilriihma lisamine (Mie et al.,
2009). On niidatud, et TP10 steariiliseerimisega touseb oligonukleotiidide transfektsiooni
efektiivsus, soodustades endosoomidest vabanemist. Steariiiil-TP10 (ehk PepFect3)

moodustab plasmiididega stabiilseid mittekovalentseid nanopartikleid, mis on efektiivselt
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voimelised sisenema erinevatesse rakutiitipidesse (kaasaarvatud primaarsetesse rakkudesse).
Selle  tulemusena  tousevad  geeniekspressiooni tasemed mérgatavalt vdrreldes
modifitseerimata CPPde kasutamisega. On niidatud, et steartitil-TP10/plasmiidi kompleksid

ei ole immunogeensed ega toksilised in vivo (hiirtes) (Lehto et al., 2011).

1.6.2 PepFect6

PF6 on PF3 edasine modifikatsioon, mille eesmirgiks oli vélja todtada peptiidil pdhinev
kandja spetsiifiliselt siRNA transportimiseks. Tohusa kandja arendamisel on vaja iile saada
kahest tihti ilmnevast probleemist:

e kuna RNA interferents toimub raku tsiitoplasmas, on vaja kindlustada, et peptiid/siRNA
kompleksid, mis liiguvad rakku endotsiitoosi teel, vabaneksid vdimalikult kiiresti
tstitoplasmasse;

e peptiid/siRNA komplekse on vaja kaitsta seerumi poolt lagundamise eest.

Nende tingimuste tditmiseks viidi TP10ga ldbi jargmised modifikatsioonid (joonis 1)

(Andaloussi et al., 2011):

e liisiinipuu (3 liisiinijddki) seondamine Lys; (7. positsioonis liisiin) aminohappejaigi
kiilge;

e liisiinipuu suktsiniileerimine ning klorokviini (CQ, chloroquine) analoogide kovalentselt
sidumine;

e N-terminuse steariiliseerimine.

(o) (8
olie

e 0% |
AGYLLGKINLKALAALAKKIL—NH, ,(\731\AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NHz
Steanyl TP10
TR0 1) PepFect 6, FFé (6)

Joonis 1. Algne TP10 ning koigi modifikatsioonidega PepFect 6 (Andaloussi et al., 2011).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmirgid

¢ valideerida vahispetsiifilise ribonukleotiidi reduktaasi M2 subiihiku geeni vastane siRRM2
o teha kindlaks PepFect6 potentsiaal vahendada RNA interferentsi in vivo mudelites

e tootada vilja in vitro 3D rakukultuuride kasutamise metoodika CPP rakenduste jaoks

2.2 Materjalid ja metoodika

Koik meetodid (peale peptiidisiinteesi ja siRNA disainimise) viis 14bi ja tulemuste analiiiisi
teostas to0 autor.

2.2.1 Eksperimendis kasutatud rakuliinid

Katsetes kasutati U87 ja stabiilselt EGFPd ekspresseerivat U87 rakuliini, mis on inimese
glioblastoomi rakuliin. Rakke kasvatati L-glutamiini sisaldavas DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) s66tmes, millele oli lisatud 10% veise looteseerumit FBS (Fetal Bovine
Serum, PAA Laboratories, Austria), 0,1 mmol/l asendatavaid aminohappeid (MEM Non-
Essential amino acids 100x, PAA Laboratories, Austria), 1,0 mmol/l naatriumpiiruvaati
(100mM, PAA Laboratories, Austria) ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomditsiini
(Penicillin/Streptomycin 100x, PAA Laboratories, Austria). Rakke kultiveeriti 5% CO,
sisaldavas veeauruga kiillastatud atmosfadris temperatuuril 37°C ja neid kiilvati {imber

vahetult enne 0,1% Zelatiiniga kaetud plaatidele 2-3 pdeva jérel.

2.2.2 siRRM2 disainimine

siRRM2 (tabel 1) disainiti (TUTI molekulaarse biotehnoloogia laboratooriumis) IDT RNAI
Design  (http://cdn.idtdna.com/Scitools/Documents/Dicer_Substrate_ RNAI.pdf)  rakendust

kasutades, eesmérgiga disainida Dicer substraadiks olev siRNA.

2.2.3 Nanopartiklite moodustamine ja transfektsioon rakukultuuris

Peptiidi ja SIRNA vahelised nanopartiklid moodustuvad mittekovalentselt tdnu positiivselt
laetud peptiidi voimele siduda negatiivselt laetud siRNAd ning seetdttu piisab vaid kahe segu

kokkusegamisest ja inkubeerimisest. PepFect6 ja SiRNA vaheline komplekside
19



moodustumine on eelnevalt kontrollitud ja Kirjeldatud autori bakalaureusetoos (Kiisholts,
2012).

Komplekside moodustamiseks kasutati 10 pM siRNA (erinevates katsetes kasutatud siRNAde
jarjestused on vilja toodud tabelis 1) ja 100 uM PepFect6 (siinteesitud TUTI molekulaarse
biotehnoloogia laboratooriumis) alglahuseid, millele lisati vajalikul hulgal MQ vett ja segati
omavahel kokku nii, et sSiRNA 16ppkontsentratsioon lahuses oleks 1 uM ja peptiidi oma 40
uM, et saada siRNA/peptiid molaarne suhe MR40 (MR — molar ratio). Parast lahuste

kokkusegamist inkubeeriti segusid nanopartiklite moodustamiseks 45 min toatemperatuuril.

Positiivse kontrolli vajadusel kasutati SiRNA komplekseerimiseks LF2000 (Lipofectamine™
2000 Transfection Reagent, Invitrogen, Rootsi) transfektsioonireagenti. 1 puM SIRNA
1oppkontsentratsiooniga segu saamiseks lisati 5,25 pl siRNAle 47,25 ul Opti-MEMi ning 3,6
ul LFle 48,9 ul Opti-MEMi. Kahte segu inkubeeriti toatemperatuuril 15 min ning seejérel

segati omavahel kokku ja inkubeeriti veel 30 min.

24h enne katse alustamist kiilvati vahetult enne 0,1% Zelatiiniga kaetud 24-kaevulisele
plaadile U87 rakud, 50000 rakku kaevu kohta. Rakkude lugemiseks kasutati automatiseeritud

rakkude lugejat Countess® (Invitrogen).

Enne rakkudele komplekside pealekandmist asendati vana soode 450 pl (LF/SIRNA
komplekside puhul 400 pl) vérske tdissootmega. Komplekse lisati rakkudele 50 ul (LF/SIRNA
puhul 100 ul). Rakke inkubeeriti 4h neile sobivates kasvutingimustes ja seejarel lisati 1 ml

tdissoodet, et tagada vajalikud toitained rakkude edasiseks kasvamiseks.

Tabel 1. siRRM2 (NCBI Reference Sequence: NM_001034.3) ning siLuc2_Cy5 jarjestused.

Viikesed tdhed mérgivad desokstinukleotiide.

RRM2 Sense 5’- GAU UUA GCC AAG AAG UUC AGA UUac-3’
Si
Antisense | 5- GUA AUC UGA ACU UCU UGG CUA AAU CUU -3
: Sense 5’- Cy5-GGA CGA GGA CGA GCA CUU Ctt -3°
siLuc2_Cy5 i
Antisense | 5’- GAA GUG CUC GUC CUC GUC Ctt -3’

2.2.4 Kvantitatiivne RT-PCR

Geeniekspressiooni hindamiseks U87 rakkudes kiilvati esmalt rakud ja transfekteeriti, nagu
on kirjeldatud punktis 2.2.3, kasutades sSiRRM2 siRNAd. Iga katsegrupi jaoks valmistati ette 4

bioloogilist replikaati.
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Geeniekspressioon moddeti 48h pérast rakkude transfekteerimist. Selleks liiiisiti rakud ja
eraldati RNA Invitrogen Trizol® reagendiga, tuginedes tootja protokollile. Seejirel siinteesiti

400 nanogrammist RNAst komplementaarne DNA ehk cDNA (complementary DNA).

PCR ldbiviimiseks kasutati EvaGreen reagenti (Solis BioDyne, Eesti), vastavalt tootja
protokollile. 10 pul reaktsiooni I0ppmaht sisaldas (vélja toodud komponentide
16ppkontsentratsioonid reaktsioonis): 1x EvaGreen reagenti, 0,3 pM forward ja reverse
praimerit (vastavalt RRM2 ja GAPDH, tabel 2), 4 ng/ul cDNAd ning iilejaanud mahus MQ

vett.
gRT-PCRIi reaktsioon viidi ldbi, kasutades7900 HT (Applied biosystems) masinat.

PCRIi programm:

1. 15 min-95°C

2. 15sek - 95°C

3. 30sek-60°C 40 tstklit
4. 1min-72°C

Ldppu lisati dissotsiatsiooni analiiiis, millega kontrolliti, et moodustus vaid iiks produkt.

Andmete analiiisimiseks kasutati Microsoft Excelit ning statistiline analiiiis teostati
programmis STATISTICA 7 (Statsoft). Geeniekspressiooni tulemused analiiiisiti 24"
meetodil, mille matemaatilise algoritmi liihidalt ja lihtsalt lahti seletada jargmiselt: esmalt
vorreldi koikige proovide puhul uuritava RRM2 geeni ekspressiooni méira housekeeper geeni
GAPDH ekspressiooni mééraga, et normaliseerida RRM2 ekspressioon. Seejdrel vorreldi
viimast negatiivse kontrolliga, et teada saada uuritava grupi geenivaigistamise mair. lga
proovi RRM2 ja GAPDH amplifikatsioonid teostati 4 tehnilise replikaadina ning 274"
analiiiisiks kasutati vaid korrektselt amplifitseerunud proovide aritmeetilist CT véértuste

keskmist.

Tabel 2. Kéesolevas t66s kasutatud RRM2 ja GAPDH praimerid.

Praimer

Forward

Reverse

RRM2

5’-TGC TCT CCC TCC GTG TCC CG-3’

5’-CCG GCG GCG TGT TCT CCT TG-3°

GAPDH

5’-ATG ACC ACA GTC CAT GCC ATC A-3°

5’-CGT CAA AGG TGG AGG AGT GG-3’
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2.2.5 Rakutsiikli analiiiis 1abivoolutsiitomeetria abil

U87 rakud kiilvati ja transfekteeriti, nagu on kirjeldatud punktis 2.2.3, kasutades siRRM2
siRNAd. 48h moodudes koguti rakud plaadilt 0,25% triipsiin-EDTAga, pesti PBSiga,
tsentrifuugiti (750 g, 5 min) pohja, sade voeti iiles 100 ul PBSis ning fikseeriti 900 ul 80%
etanooliga. Seejdrel tsentrifuugiti (750 g, 5 min) proove uuesti ja sade voeti iiles 500 pl
PBSis. Sellele lisati 10 pl RNaseA lahust 13ppkontsentratsiooniga 4 pg/ml ja 25 pul
propiidiumjodiidi (Pl — propidium iodide) Ioppkontsentratsiooniga 2,5 pg/ml ning seejérel
inkubeeriti toatemperatuuril (pimedas) 30 min. PI on DNA aluspaaride vahele seonduv
fluorestseeruv molekul, mida saab kasutada, et detekteerida DNA kogust rakus. Kuna Pl on

voimeline seonduma ka RNAga, on vaja segule lisada ka RNaseA lahust.

DNA hulga mddtmiseks rakkudes kasutati voolutsiitomeetrit BD LSR-11 (BD Biosciences,
USA). Propiidiumjodiidi ergastamiseks kasutati sinist laserit lainepikkusega 488 nm. DNA
koguse modtmise parameetrid pandi alguses paika negatiivse kontrolli, puhta siRRM2ga
toodeldud proovi, jdrgi ning vorreldi teisi proove sellega. Tulemused analiitisiti BD

FACSDiVa™ tarkvara abil. Katset korrati 3 korda.

2.2.6 RNA interferentsi uurimine in vivo

2.2.6.1 Katseloomade liik, pidamistingimused ja arv

To6 autor on ldbinud katselooma kursuse ning omab digust hiire ja rotiga todtamisel.
Kiesolevas uurimistdds ldbiviidud loomkatsed teostati t60 autori poolt ning tema t66d
loomadega juhendas ja jilgis vanemteadur Kaido Kurrikoff (lisatud modlema
padevustunnistuste koopiad, vt Lisa 1 ja 2). Loomkatsete ldbiviimiseks on saadud load 2011.

aastal (vt Lisa 3 ja 4).

Katseloomadena kasutati liiki Mus Musculus ehk hiiri, tdpsemalt kasutati emaseid ja isaseid
AthymicNude-Foxnlnu immuunpuudulikke hiiri (Harlan Laboratories, Holland) vanusega 7-
12 niidalat. Katseloomi hoiti kogu katseperioodi viltel TUMRI vivaariumis kontrollitud
tingimustes. Loomad tdsteti igal nddalal puhastesse puuridesse ning nendele voimaldati pidev

ligipdis joogiveele ja toidule.

Katses kasutati 10 hiirt, 5 neist kontrollgrupis ja 5 ravigrupis. Katset korrati 3 korda, ehk
kokku kasutati 30 looma.
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2.2.6.2 Kasvaja indutseerimine ja jalgimine

Immuunpuudulikel hiirtel indutseeriti inimese glioblastoomi rakkudega subkutaansed ehk
nahaalused tuumorid. Selleks valmistati U87 rakud siistimiseks ette: koguti need
konfluentsetelt koekultuuri plaatidelt, pesti PBSiga, tsentrifuugiti (500 g,10 min) pohja ning
sade voeti liles ilma lisanditeta jadkiilmas DMEM so6tmes, arvestades 100 pl s66tme kohta 1
miljon rakku. Seejdrel siistiti hiire vasaku reie naha alla 100 pl kirjeldatud rakususpensiooni.
Loomad nummerdati, margistades sabad spetsiaalse markeriga. Sellest hetkest alates kuni
katse 10puni jélgiti hiiri vdhemalt 3 korda nédalas, lisaks hoolitses igapdevaselt nende heaolu

eest vivaariumi tootaja.

Kui tuumorid muutusid silmaga eristatavaks (umbes 2 nédalat pérast siistimist), hakati neid 3
korda nddalas kuni katse 1dpuni nihiku abil mddtma ning dokumenteeriti saadud andmed.
Moota on voimalik vaid tuumori kahte suurust, pikkust ja laiust, kuid tegelikult on see 3-
modtmeline. Reaalse kasvaja suuruse viljaarvutamiseks kuupmillimeetrites kasutati jargmist

valemit: V = laius (mm) * laius (mm) * pikkus (mm) / 2.

Modtmistulemuste analiilisimiseks kasutati Microsoft Excelit ning statistiline analiiiis teostati

programmis STATISTICA 7.

2.2.6.3 Komplekside moodustamine in vivo kasutamiseks ja raviskeem

Kui koikide katses osalevate loomade puhul oli selge, et indutseeritud tuumorid kasvavad ehk
suurused jérjest suurenevad, alustati ravimi annustamisega. Hiired jaotati kahte erinevasse
gruppi selliselt, et tuumorite algsuurused oleksid mdlemas grupis véimalikult vordsed ning

tihele grupile hakati manustama puhast sSiRRM2 ja teisele PF6/siRRM2 komplekse.

Nanopartiklid in vivo katsete jaoks valmistati punktis 2.2.3 kirjeldatud protokolli jérgi
molaarse suhtega 1:30 ning lahuse koguruumala oli 100 pl. siRRM2 doos iihe looma kohta oli
1 mg/kg. Enne siistimist inkubeeriti komplekse samuti 45 min toatemperatuuril ning lisati
neile kompleksi seguga vordses ruumalas ehk 100 pl 10% gliikkoosi. Seejdrel siistiti saadud
segu (200 pl, 5% gliikoosis) hiirele intravenoosselt sabaveeni. Pérast siistimist jélgiti loomade
enesetunnet ja kditumist, et vélistada toksilisi efekte. Samale grupile siistiti sama ainet kokku

3 korda, nddalase vahega.

2.2.6.4 Katse 10petamine ning kudede analiiiisimine

48h péarast viimast korda ravimi manustamist hukati loomad tservikaalse dislokatsiooni ehk

kaelaliilide eraldamise abil ning eraldati koed: maks, kops, pdrn, neer ja tuumor.
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Edasiseks analiiiisiks homogeniseeriti koikide loomade kogu tuumor, kasutades
Precellys®24-Dual  (Bertin  Technologies, Prantsusmaa) homogenisaatorit. Saadud
homogeensest tuumorikoest kaaluti vélja 80-100 mg materjali ning eraldati totaalne RNA
Trizol® reagendiga, vastavalt tootja protokollile. Seejérel siinteesiti ¢cDNA ning teostati
geeniekspressiooni hindamiseks gRT-PCR tépselt sama protokolli jargi, nagu on véljatoodud
punktis 2.2.4.

Kogutud andmete, nii geeniekspressiooni kui ka tuumori suuruste, analiitisimiseks kasutati

Microsoft Excelit ning statistiline analiiiis teostati programmis STATISTICA 7.

2.2.7 Sfaiaride moodustamine ja transfektsioon

Sfadride moodustamiseks kiilvati U87 rakud U-kujulise pohjaga 96W plaadile, mis on
toodeldud spetsiaalselt, et rakud ei oleks voimelised plaadi pdhjale kinnituma (Nunc™ Low
Cell Binding Microplates, Thermo Scientific™, USA). Samal ajapunktil kiilvati 200 pl
taissootmes (kasutades sama koostisega soddet ja kultiveerimistingimusi, nagu on viljatoodud
punktis 2.2.1) erinev kogus rakke: 1000, 2000, 5000 ja 10000, et jilgida erineva suurusega
sfadride kasvu ajas. Iga kahe pédeva tagant tehti Nikon Eclipse TS100 valgusmikroskoobiga
kasvavatest sfadridest pildid ning samuti vahetati so6de. Kuna on oluline séilitada sfaéride
terviklikkus ning takistada rakkude eraldumist sfairi dére kiiljest, ei tohi so6tme vahetamisel
koike soodet dra aspireerida (Friedrich et al., 2009), vaid igal korral eemaldada 50% vanast ja
asendada sama koguse vérske so0tmega. Katse korratavust kontrolliti sama aja jooksul sama
suurusega terviklike sfadride moodustumise kaudu, jélgides samal hetkel kiilvatud kaheksat

bioloogilist replikaati.

Nii geeniekspressiooni hindamiseks kui ka rakutsiikli analiitisimiseks kasvatati sfadre enne
transfekteerimist 4 pdeva ning vahetult enne katse alustamist vahetati s6ode. Kompleksid
moodustati, nagu kirjeldatud punktis 2.2.3 RRM2 vastase siRNAga ning neid lisati sfadridele
sama kogus kaevu kohta (50 ul) nagu 24W plaadil kasvanud rakkudelegi. gRT-PCR jaoks
valmistati ette iga katsegrupi jaoks 4 bioloogilist replikaati ning katse viidi 1abi punktis 2.2.4
kirjeldatud protokolli jargi. Labivoolutsiitomeetria teostamiseks kasutati punktis 2.2.5
véljatoodud protokolli. Viimase puhul kasutati igas uuritavas grupis piisava rakkude hulga
tagamiseks 50 sfddri, mis koguti kokku ning dissotseeriti 0,25% triipsiin-EDTA abil ning
kogu katset korrati kolmel korral
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2.2.8 Konfokaalmikroskoopia

In vitro sfddri sisemusse penetrecrumise hindamiseks vaadeldi fluorestseeruva mairkega
kompleksidega transfekteeritud sfddre konfokaalmikroskoobis. Selleks kiilvati rakud
(kirjeldatud punktis 2.2.7) 2 pdeva enne transfekteerimist ning nii puhta SiRNA kui
PF6/siRNA (MR40) puhul kasutati Cy5-méargisega siRNAd. Lisaks kiilvati samal ajal ka
EGFPd stabiilselt ekspresseerivad U87 sfdidrid, et kontrollida, kas konfokaalmikroskoop

suudab visualiseerida ka sfadride keskosa.

Kolmandal péeval pesti sfddrid PBSiga ja vérviti rakkude tuumad rakumembraani ldbiva
fluorestseeruva virviga Hoechst 33342 (Invitrogen), 10ppkontsentratsiooniga 5 pg/ml. Vérvi
sisaldava PBSiga kaetud sfadridel lasti inkubeerida rakukultuuri inkubaatoris 37°C juures 30
min ning seejirel pesti veel kord PBSiga ja tdsteti timber konfokaalmikroskoopia jaoks
mdeldud Nunc™ Lab-Tek™ (Thermo Scientific™, USA) 8-kambrilistele alusklaasidele, iga
sfadar eraldi kambrisse. Edasi vaadeldi neid konfokaalmikroskoobiga Zeiss LSM710,
kasutades ZEN tarkvara. Sfaare hoiti stabiilselt konfokaalmikroskoobi inkubatsioonikambris
37°C ja 5% CO; juures ja nende visualiseerimiseks kasutati tavavalgust ning ergastamist Cy5
maérgise puhul 633 nm, Hoechst véarvi puhul 405 nm ja EGFP puhul 488 nm laseriga, kus

Hoechst ja EGFP visualiseeriti erinevaks kanaliks. Kogu katset korrati kolm korda.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Geeniekspressiooni muutused in vitro iihekihilises rakukultuuris

gRT-PCR ning seejdrel teostatud geeniekspressiooni analiiiis parast siRRM2-komplekside
transfektsiooni U87 rakkudes niditas selget RRM2 geeni mahasuruvat toimet (joonis 3).

Geenickspressiooni véartuseid analiiiisiti ihesuunalise (One-way) Anovaga.

Joonisel 3 on graafikul A ja B ndidatud U87 2D rakukultuuri geeniekspressiooni muutused
vorrelduna negatiivse kontrolliga, vastavalt kas tootemata (UT — untreated) rakkudega voi
grupiga, millele manustati puhast sSiRNAd. Mdlema negatiivse kontrolliga on saadud tulemusi
vorreldud selleks, et esiteks veenduda, et puhas siRNA tdesti ei oma vorreldes UT rakkudega
mingit efekti ning teiseks on uuritavat gruppi ainult siRNAga vorreldud, sest edasistes (in
vivo) Katseteks on pdhjendatud kontrollgrupina just puhta siRNA kasutamine. Y-telje
védrtused graafikutel nditavad uuritava grupi suhtelist erinevust negatiivse kontrolliga

vorreldes.

Graafikul A kujutatud tulemuste statistiline analiiiis iithesuunalise Anovaga niitas peaefektiks
(main effect): F(3,10)=7,9, p<,01. Graafikult on ndha, et puhas siRNA ei mdjuta RRM2
geeniekspressiooni. Samas PF6/siRRM2 kompleksid on nimetatud geeni vaigistanud umbes
85% ulatuses, mis lubab Tukey post-hoc testi pohjal (vorreldes UT rakkudega) véita erinevust
eksimisriskiga p<0,05. Positiivne kontroll, LF/SIRRM2 omab samuti geeni vaigistavat toimet

umbes 75% ulatuses, kuid antud analiiiisis statistilist olulisust e1 oma.

Graafiku B tulemuste peaefekt oli: F(2,9)=105,6, p<,0001. Nii PepFect6 kui ka
Lipofektamiini geenivaigistamise médrad jddvad samasse suurusjirku nagu vorrelduna UT
rakkudega, kuid nende tulemuste korral omavad mdlemad grupid statistilist olulisust p<0,001

(Tukey post-hoc).
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Joonis 3. RRM2 geeni vaigistamine inimese glioblastoomi rakkudes PF6/siRRM2
kompleksidega. gqRT-PCRi tulemuste graafikul A on uuritavaid gruppe vorreldud to6tlemata
(UT) rakkudega ja graafikul B puhta sSiRRM2ga t6ddeldud rakkudega. Graafikutelt on néha,
et PF6/siRRM2 nanopartiklid on voimelised RRM2 geeni vaigistama umbes 85% ulatuses.
Positiivse kontrollina kasutati Lipofektamiini, mille efektiivsus oli vorreldav PF6 omaga.

* p<,05; *** p<,001, Tukey post-hoc.

2.3.2 Rakutsiikli analiiiis 2D rakukultuuris

PF6 abil RRM2 geeni vaigistamisest tingitud rakkude funktsionaalse muutuse hindamiseks
teostati rakutsiikli analiiiis 1dbivoolutsiitomeetria abil, tulemuste histogrammid on néidatud
joonisel 4. Alumised pildid nditavad kogu mdodetud proovi rakkude DNA koguste hulka ning
tilemised pildid suuruse ja granulaarsuse jargi vélja selekteeritud elusate rakkude DNA

koguste hulka.

F graafikult voib jireldada, et Lipofektamiin on U87 rakkudele véga toksiline, sest vorreldes
kontrollprooviga (graafik B) on ndha, et enamus proovist on surnud rakud ning elusad rakud
peaaegu puuduvad. Lisaks ei joonistu ellujadnud rakkudel ildse rakutsiiklit valja, vaid
enamuses rakkudes on rohkem kui kahekordne kogus DNAd, mis viitab poliiploidsusele
(graafik E).

PF6/siRRM2 kompleksidega toodeldud rakkudest on elus puhta siRNAga samavéirne kogus
rakke (graafik D). Rakutsiikli profiil (graafik C) on aga muutunud. Rakkude hulk protsentides
oli jargmine: puhta siRRM2 proovis oli G1-faasis 56,7%, S-faasis 12,6% ja G2/M-faasis
19,7% elusatest rakkudest, mis iseloomustab tiitipilist rakutsiikli profiili; PF6/siRRM2 proovis
oli aga G1-Faasis 11,5%, S-faasis 47,1% ja G2/M-faasis 20,9% elusatest rakkudest. See
tahendab, et G1-faasis on rakkude arv oluliselt vdhenenud ning rakud on liikunud S-faasi ja

sinna kinni jdinud ehk seal on rakutsiikkel blokeeritud. See omakorda néditab seda, et
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PF6/siRRM2 suudab RRM2 geeni piisava vaigistamise kaudu mojutada ka U87 rakkude
paljunemisfunktsiooni.
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Joonis 4. Rakutsiikli muutused pérast nanopartiklitega transfekteerimist U87 iihekihilises
rakukultuuris. Voolutsiitomeetria tulemuste graafikutel A, C ja E on néidatud elusate rakkude
rakutsiikli pildid ning B, D ja E puhul vastavalt kogu analiiiisitud rakkude pildid. Nendelt v3ib
jareldada, et Lipofektamiin omab suurt toksilisust U87 rakkudele ning PF6/siRRM2
kompleksidega toodeldud rakkude rakutsiikkel on S-faasis blokeeritud.

2.3.3 Tuumori kasvu mjutamine in vivo hiiremudelis

In vivo kasvaja ravimefekti uurimiseks vorreldi omavahel kahe grupi, puhta SiRRM2 ja
PF6/siRRM2 nanopartiklite, mdju tuumori kasvule. Joonisel 5 on vilja toodud mdlema grupi
keskmised tuumori suurused. X-teljel on ndidatud esimesest komplekside manustamisest
moddunud aeg paevades ja y-teljel kasvaja suurus kuupmillimeetrites. KSik suuruste punktid
on normaliseeritud tuumori suurustega ravi alustamise algushetkel, et viia mdlema uuritava
grupi vairtused O-punktis iihele tasemele. Graafikult on ndha, et PF6/siRRM2 komplekse

saanud loomade tuumorid on keskmiselt vdiksemad kui kontrollgrupis.
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Moddetud kasvaja suuruste statistilise erinevuse uurimiseks teostati korduvmodtmiste
(repeated measures) Anova, mille peaefekt oli: F(4,16)=2,3, p>,05. Tukey alusel ei erinenud

katsegruppide tuumorite suurused iihelgi pieval teineteisest statistiliselt olulisel mééral.
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Joonis 5. Subkutaansete U87 glioblastoomi tuumorite kasv immuunpuudulikes hiirtes.
PF6/siRRM2 nanopartikleid saanud loomadel on kiill keskmiselt vdiksemad tuumorid, kuid
kahe grupi vaheline erinevus ei ole statistiliselt oluline. Nooled graafikul néiitavad

komplekside manustamise ajapunkte.

2.3.4 In vivo geeniekspressioon

Tuumorikudedest eraldatud geneetilise materjali qRT-PCR ning seejdrel teostatud
geeniekspressiooni analiilis nditas, et vorreldes kontrollgrupiga ei ole uuritavas grupis RRM2
geeni vaigistatud. Nimetatud analiiiis on esitatud joonisel 6, kus on vilja toodud kahe katses
osalenud loomade grupi indiviidide keskmised tulemused. RRM2 geeni ekspressioon
normaliseeriti GAPDH ekspressiooniga ning PF6/siRRM2 grupi tulemusi vorreldi puhta

siRRM2 grupi tulemustega, kuid mingit mérgatavat erinevust gruppide vahel ei esinenud.
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Joonis 6. In vivo U87 subkutaansetest tuumoritest eraldatud materjali geeniekspressiooni
vordlus ei ndidanud vahet loomade gruppidel, kellele manustati puhast siRRM2 véi

PF6/siRRM2 nanopartikleid.

2.3.5 Sfaaride moodustumine

Valgusmikroskoopia piltidelt on ndha U87 rakkudest sfadride diameetri suurenemist sdltuvalt
ajast ja rakkude arvust (joonis 7). Mida rohkem rakke alguses kiilvati, seda suuremad on
sfadrid samal ajapunktil. Lisaks on iihte konkreetset sfaéri iga rakuhulga juures pildistatud iga

kahe pdeva tagant ning on niha selle sfadri kasvamist aja kulgedes.

Tuginedes kirjandusele (Friedrich et al., 2009) on ravimi toime uurimiseks kdige optimaalsem
kasutada sfddre, mis on neljandal pdeval pérast kiilvamist umbes 400 uM suurused. Selleks
kiilvatavate rakkude hulgaks U87 rakuliini puhul osutus 2000 rakku, mida kasutati edasi

jargnevates katsetes.
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Joonis 7. Valgusmikroskoopia pildid U87 rakkude sfddridest erinevatel ajapunktidel.
Vasakult paremale on nididatud rakkude arv kiilvamise hetkel ning iilevalt alla mé6dunud
pédevade arv alates kiilvamise hetkest. Selgelt on ndha sfddride suuruse kasvamist soltuvalt

rakkude arvust ning moddunud ajast. Modtjoon vastab 100 uM pikkusele alale piltidel.

2.3.6 Geeniekspressiooni muutused 3D rakukultuuris

gRT-PCR tulemused U87 sfadrides nditasid RRM2 geeni vaigistavat toimet (joonis 8).

Geeniekspressiooni vadrtuseid analiiiisiti ithesuunalise (One-way) Anovaga.

Joonisel 8 kujutatud graafikutel on esitatud U87 3D rakukultuuri geeniekspressiooni
muutused vorrelduna negatiivse kontrolliga, vastavalt kas UT voi siRRM2ga to6deldud
sfadridega. Y-teljel on toodud ekspressiooni suhtelised véirtused, vorreldes negatiivse

kontrollgrupiga.

Graafikul C olevate 3D geeniekspressiooni tulemuste peaefekt oli: F(3,12)=8,0, p<,01.
Sarnaselt kahedimensionaalselt kasvanud rakkudele ei omanud ka sfadride puhul siRRM2
vorrelduna todtlemata rakkudega mingit geeniekspressiooni mdjutavat toimet. PF6/siRRM2

vaigistas RRM2 ekspressiooni umbes 45% ulatuses, kuid vorrelduna UT grupiga statistilist
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olulisust ei omanud. On selgelt ndha, et Lipofektamiin sfadre transfekteerima ei ole vdimeline,

tillatuslikul kombel on RRM2 geeni ekspressiooni mair isegi tousnud.

Graafiku D tulemuste peaefekt oli: F(2, 9)=11,4, p<,01. Vorrelduna puhta siRNAga omas
PF6/siRRM2 umbes 50% suurust vaigistavat toimet ning Tukey post-hoc test néitas statistilist

olulisust p<0,05.
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Joonis 8. Tuumorite tekkel olulise RRM2 geeni vaigistamine inimese glioblastoomi
rakkudest moodustatud sfddrides PF6/siRRM2 kompleksidega. Graafikutelt on ndha, et
PF6/SiRRM2 nanopartiklid on vdimelised RRM2 geeni vaigistama umbes 45-50% ulatuses.
Positiivse kontrollina kasutati Lipofektamiini, mis osutus 3D rakukultuuris ebaefektiivseks.

* p<,05, Tukey post-hoc.

2.3.7 Konfokaalmikroskoopia

Fluorestseeruva Cy5 miérkega puhta SiRNA ja PF6ga moodustatud sama SiRNA
kompleksidega toodeldud U87 sfadride konfokaalmikroskoopia pildid on esitatud joonisel 9
(kaks iilemist piltide rida). Alumised pildid on tehtud EGFPd stabiilselt ekspresseerivatest
U87 rakkudest moodustatud sfaéridest (pole transfekteeritud) ning koik sfédrid on téodeldud

rakku penetreeruva tuumavirviga Hoechst.

Kui vorrelda to6deldud sfaére, voib vaadates Cy5 kanali pilte jareldada, et puhta siLuc2_Cy5
ja PF6/siLuc2_Cy5 komplekside tootluste vahel ei ilmne mingit erinevust. Samuti on néha, et
Hoechsti vdrv suudab vérvida vaid sfdédri vélimisi kihte. Seda vdib jéareldada, sest EGFP-
positiivse sfadri kuvamisel on ndha, et pohjus, miks sfadri keskosa ei fluorestseeru, ei saa olla

rakukihi paksusest tingitud, kuna EGFP signaal on olemas ka sfééri keskosas.
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Joonis 9. Konfokaalmikroskoopia pildid Cy5 mérgisega siRNA ja PF6/siRNA kompleksidega
transfekteeritud U87 sfddridest ning EGFPd stabiilselt eksSpresseerivatest U87 sfadridest.
siLuc2_Cy5 puhta siRNA ja PF6/siRNA piltidelt ei ole ndha kahe grupi vahelist erinevust.
Erinevalt Hoechst 33342 tuumavirvist on EGFP fluorestsents jilgitav terves staéris.

Mddtjoon vastab 100 uM pikkusele alale pildidl.
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2.3.8 Rakutsiikli analiiiis tuumori sfiéirides

PF6 abil RRM2 geeni vaigistamisest tingitud rakkude rakutsiikli muutuse hindamiseks teostati
ka sfdadride puhul ldbivoolutsiitomeetria (joonis 10). Erinevalt mitmetest muutustest 2D
kultuuri rakutstiklis ei mojuta sfddride rakutsiiklit ei PF6/siRRM2 ega LF/siRRM2

transfektsioon, vaid rakutsiikli pildid on samaviirsed siRRM?2 negatiivse kontrolliga.

SiRRM2 PF6/siRRM2 LFisiRRM2Z
A : E

Count
0 e 2
Count

P
Count

LI B B B
50 100 150 200 260 50 100 150 200 250 50 100 150 200 50
Pl-A& (x 1,000% Pl-A (x 1,000) Pl-A (x 1,000)

siRRM2 PFBiSIRRM2 LFisiRRM2

Count

LI ‘ LI | LU I
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
7AAD-A (x 1,000) TAAD-A (x 1.0007% TAAD-A (x 1,000)

Joonis 10. Rakutsiikli analiitisi tulemused parast U87 sfddride nanopartiklitega
transfekteerimist. Voolutsiitomeetria tulemuste graafikutel A, C ja E on niidatud elusate
rakkude rakutsiikli pildid ning B, D ja E puhul vastavalt kogu analiiiisitud rakkude pildid.
Nendelt voib jareldada, et ei PF6 ega Lipofektamiiniga moodustatud sSiRRM2 kompleksidega

transfekteerimine sfadrides rakutstiklit ei mdjuta.
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ARUTELU

Geeniteraapia pohiliseks eesmirgiks on erinevate oligonukleotiidide sihtmérgiks olevatesse
rakkudesse toimetamine ning sealse geeniekspressiooni mdjutamine. Selle eesmaérgi
saavutamiseks on vdga oluline efektiivsete, kuid madala toksilisusega ja minimaalselt
immuunvastust  esilekutsuvate transportvektorite  kasutamine. Neile kriteeriumitele
vastavateks vektoriteks voiksid olla rakku sisenevad peptiidid, mis on voimelised nii in vitro
kui ka in vivo imetaja rakkudesse erinevaid bioloogilisi molekule mittetoksiliselt transportima
(Langel, 2011).

Antud t66s kasutamiseks valiti rakku sisenev peptiid PepFect6, sest varasemalt on kirjeldatud
selle voimet vdga efektiivse transfektsioonivektorina rakkudesse just siRNAd transportida
(Andaloussi et al., 2011). Nimelt sooviti antud t66s valideerida vahispetsiifilise RRM2 geeni
vastane siRRM2, mis on disainitud TUTI molekulaarse biotehnoloogia laboris. Lisaks sooviti
optimeerida SiRRM2 kasutamise protokoll PF6ga in vitro ja in vivo. Uuritavaks
haigusmudeliks valiti ajukasvaja iiks kdige levinum ja ohtlikum vorm, glioblastoom. Uheks
pohjuseks oli selle haiguse problemaatilisus meditsiinis: suur ja kiire suremus isegi uusimate
ravivotete rakendamisel. Teise pohjusena voib vilja tuua glioblastoomi agressiivse iseloomu
ja korge mitootilise aktiivsuse. Viimane omadus on just sobivaks sihtmérgiks siRRM2le, sest

mida tihedamini rakud paljunevad, seda rohkem on RRM2 iileekspresseeritud.

RRM2 sihtmirgina valideerimiseks teostati esmalt geenickspressiooni analiiiis qRT-PCRIi
meetodiga. Selle tulemustest on ndha, et PF6/siRRM2 kompleksidega on RRM2 geen 85%
ulatuses ning LF/siRRM2 kasutades 75% ulatuses vaigistatud. See langes kokku oodatud
tulemustega, sest t60 autor on ka varasemalt ndidanud PF6 suurt efektiivsust

geenivaigistamisel (Kiisholts, 2012).

RRM2 geeni vaigistamisest tingitud funktsionaalse muutuse hindamiseks rakkudes teostati
jargmisena rakutsiikli analiitis. Tulemustest voib jireldada, et positiivse kontrollina kasutatud
Lipofektamiin on U87 rakkudele raskelt toksiline. Samas PF6/siRRM2 kompleksidega
transfekteeritud rakud toksilisi efekte ei ilmuta, kuid néitavad ilmekalt rakutsiikli
blokeerumist S-faasis. Selline tulemus korreleerub hésti kirjanduse andmetega, kus on
kirjeldatud RRM2 inhibeerimisel rakutsiikli kinnijadmist G1/S faasi (Zuckerman et al., 2011)
ning sama efekti oodati ka PF6/siRRM2ga transfekteerimisel.

Kirjeldatud geenivaigistamise ja rakutsiikli tulemuste pdhjal voib jareldada, et ainuiiksi
geeniekspressiooni mahasurumine mRNA tasemel ei tdhenda alati oodatud efekti saavutamist.

Naiteks voib tuua siinkohal LF/siRRM2 komplekside moju. Need nditasid efektiivset
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geenivaigistamist, kuid esimesest katsest ei selgunud nende toksilisuse ulatus, see ilmnes alles
hinnates rakutsiikli tulemusi. Samas PF6/siRRM2 nanopartiklid omasid efekti nii
geenivaigistamises kui ka rakutsiikli blokeerimises, mis tihendab, et RRM2 on sobivaks
vahivastaseks sihtmargiks ning PepFect6 efektiivseks ja vihese toksilisusega vektoriks. Need
tulemused andsid marku, et on Gdigustatud edasiliikumine nimetatud partiklite testimisega in

Vivo.

Jargmiseks eesmargiks piistitatigi PF6 poolt vahendatud RNAI indutseerimise potentsiaali
kindlakstegemine in vivo mudelites. Selleks kasutatud immuunpuudulikel hiirtel indutseeritud
U87 subkutaansete kasvajate mdotmistulemused niitasid kiill tuumori kasvu vdhenemist
PF6/siRRM2 manustamisel vorreldes puhta siRRM2 grupiga, kuid nimetatud erinevus ei
olnud statistiliselt oluline. Lisaks moddeti katse 10ppedes samade loomade tuumorikudedest

RRM2 geeni ekspressiooni, mille védrtused ei erinenud uuritava ja kontrollgrupi vahel tiildse.

Kirjeldatud negatiivne in vivo tulemus oli teatavaks iillatuseks. See vdis olla pdhjustatud
kudede eraldamise kéigus ilmnenud faktist, et indutseeritud subkutaansed tuumorid olid viga
vihesel maiaral teiste kudedega integreerunud ning halvasti vaskulariseeritud. See erineb
suuresti tegelikust olukorrast glioblastoomiga patsientidel ning tihendab, et manustatud
nanopartiklid ei pruukinud vdhese verevarustuse tottu tuumoris sinna piisaval méadral kohale
jouda. Selle probleemi lahendamiseks oleks iiheks variandiks tuumorite indutseerimine
intrakraniaalselt ehk ajusiseselt, kus vOib loota kasvaja paremat integreerumist ja
verevarustuse tekkimist. Lisaks on vodimalik nanopartiklite poolvdirtusaja pikendamiseks
vereringes kasutada peptiidile kovalentse konjugeerimise teel poliietiileengliikooli kinnitamist
(Essa et al., 2010) voi nanopartiklite spetsiifilisuse suurendamiseks peptiidile mone homing-
jarjestuse kiilge siinteesimine, mis tunneks dra konkreetselt tuumorirakke (Teesalu et al.,

2013).

Kuna in vivo andmed ei ndidanud PF6/SiRRM2 kasutades positiivset tulemust, otsustati, et
tuleb oma t6oga liikuda tagasi in vitro Kkatsete juurde. Kuid kuna 2D rakukultuuris oli
PF6/siRRM2 juba nididatud suurt efekti, otsustati nimetatud nanopartikleid testida hoopis 3D

kultuuris, sest see voiks olla 2D kultuuri ja loomkatsete vahepealne etapp.

Kolmanda eesmirgina toodigi védlja in vitro 3D rakukultuuride kasutamise metoodika
véljatootamine CPP rakenduste jaoks. Selleks wuuriti pohjalikult erinevaid sfdéride
kasvatamise voimalusi ning otsustati madala siduvusega koekultuuri plaatide kasuks. Esmalt
kontrolliti sfddride kasvamist ajas ning diameetri suurenemist soltuvalt kiilvatud rakkude

hulgast. Transfekteerimiseks optimaalse suurusega (400 um) sfadrideks osutusid need, mis
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olid moodustunud 2000 kiilvatud rakust ning edaspidi kasutati kdikide katsete jaoks just seda

kogust rakke sfairide kiilvamisel.

Jargmisena uuriti qRT-PCRI abil siRRM2ga moodustatud nanopartiklite geenivaigistamise
toimet sfadrides. Sellest selgus, et Lipofektamiin ei ole erinevalt PF6/siRRM2 kompleksidest
ildse voimeline sfadrides RNA interferentsi indutseerima. Kuigi RRM2 geeni vaigistamise
maér oli PF6/SIRRM2 kasutades 45-50%, oli see siiski umbes 35% vorra madalam kui
tihekihilise rakukultuuri puhul. Kahtlustati, et voib-olla ei suuda PF6ga moodustatud
kompleksid sfddris koikidesse rakkudesse tungida ja et see vOib olla geenivaigistamise

viahenenud efektiivsuse pohjuseks.

Selle motte kontrollimiseks tdodeldi sfddre fluorestseeruva Cy5 mairkega siRNAga
moodustatud PF6 kompleksidega ning vaadeldi konfokaalmikroskoobiga siRNA paiknemist
sfadrides. Ullataval kombel ei olnud puhta siLuc2_Cy5 ja PF6/siLuc2_Cy5 sfiiride vahel
ndha mingit erinevust. Selle seletus voib olla, et oluline osa puhast Cy5 siRNAd jaib
rakkudevahelisse ruumi kinni ning sealt tulev fluorestsentsi signaal ei ole eristatav
PF6/siLuc2_Cy5 eeldatavast rakkude sisemuses tekkinud fluorestsentsist. Lisaks varviti
sfadride rakkude tuumad rakku penetreeruva Hoechst tuumavérviga, kuid visualiseeritud olid
vaid sfddride vélimise kihi rakud. See piistitas omakorda kiisimuse, kas sfadride sisemus ei
ole ndhtav, kuna mikroskoop ei ole voimeline visualiseerima nii paksu rakkude kihti voi ei ole
Hoechst virv vOimeline seda ldbima. Vastuse sellele kiisimusele andis EGFPd stabiilselt
ekspresseerivatest U87 rakkudest moodustatud sfddri kuvamine. Kuna EGFP signaal oli
ndhtav ka sfairi keskel, tdhendab see seda, et Hoechst tuumavérv ei ole siiski voimeline 14bi
mitme rakukihi minema ning kahjuks ei saa seda kasutada kogu sfddri rakutuumade

visualiseerimiseks.

Viimasena teostati ka sfadrirakkude rakutsiikli analiilis, mille tulemus oli tiheselt moistetav —
PF6/siRRM2 partiklid suudavad kiill RRM2 geeni umbes 50% ulatuses vaigistada, kuid see ei
ole piisav funktsionaalse efekti tekkimiseks ja rakutsiikli mojutamiseks, sest rakutsiikli profiil
ndgi vdlja samalaadne puhta siRRM2ga t60deldud rakkude pildiga. Ka Lipofektamiin ei
mojutanud rakutsiiklit, lisaks ei ilmnenud sfadride puhul ka mingisuguseid toksilisi ilminguid,

kui tugineda rakutsiikli analiiiisile.

PF6/siRRM2 kompleksidega toodeldud sfddride rakutsiikli analiiis kinnitab veel kord
kahtlust, et nimetatud kompleksid ei ole vdoimelised iiksi koesse penetreeruma, mis voib olla
ka negatiivsete in vivo katsete tulemuste pohjuseks. Kuigi loomas kasvavat tuumorit

varustavad veresooned ning iseloomustab EPR (enhanced permeability and retention) efekt,
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el pruugi nanopartiklid siiski olla voimelised veresoont {imbritsevatest esimestest

rakukihtidest kaugemale litkuma.

Kui esitatud tulemustele mdelda, tuleb ilmsiks see, et ka CPP rakenduste puhul on véimalik
edaspidine 3D sfairide edukas kasutamine tavalise tihekihilise in vitro kultuuri ja loomkatsete
vahe-etapina. See voimaldab 2D kultuuris positiivseid tulemusi ndidanud peptiide skriinida
jargmisena 3D rakukultuuris ning edasi loomkatseteni litkuda vaid modlemas kultuuris
positiivseid tulemusi ndidanud rakku sisenevate peptiididega. Nagu eelnevalt mainitud, ei

tohiks ka piisava positiivse tulemusena vétta ainult geeniekspressiooni tasemete muutusi.

Kokkuvotteks valideeriti antud t66 raames SIRRM2 vihivastase sihtmérgi efektiivse
vaigistamise kaudu. Samuti kirjeldati, et hoolimata oma suurest efektiivsusest in vitro
transfektsioonireagendina, ei ole PF6 kasutamine ainukese transportmolekulina sSiRNA efekti
saavutamiseks piisav in vivo glioblastoomi mudelis, kuna antud tulemused viitavad, et ta ei
suuda paksemaid rakukihte iseseisvalt ldabida. Lisaks on edaspidi voimalik vdhendada
kasutatavate katseloomade arvu rakku sisenevate peptiidide algsel testimisel, kasutades parast

2D rakukultuuri jargmise test-siisteemina vélja tootatud 3D rakukultuuri meetodeid.
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KOKKUVOTE

Pahaloomulisi ajukasvajaid on viga raske varakult diagnoosida ning nende heterogeensuse
tottu on raske neile iihtset ravimeetodit vilja tootada. Koige levinumateks ajukasvajateks on
glioblastoomid, mis valiti ka antud uurimist6é haigusmudeliks. Koiki glioblastoome iihendab
suur invasiivsus ja nende rakud omavad korget mitootilist aktiivsust. See omadus on sobivaks
sihtmargiks RRM2 geeni vastasele siRNAle, mis omab suurt efektiivsust RNA interferentsi
indutseerimises just kiirelt paljunevates rakkudes.

siRNA transportimiseks rakkudesse on aga vajalik efektiivse ja vihese toksilisusega
transportvektori kasutamine. Tuginedes varasemalt ndidatud tulemustele sobib selliseks
vektoriks hidsti rakku sisenev peptiid PepFect6, mis on vdimeline viga efektiivse

transfektsioonivektorina rakkudesse just SiRNAd transportima.

Antud uurimistoo tulemustele tuginedes voib jareldada, et vihispetsiifilise RRM2 geeni
vastane SiRRM2 valideeriti kasutamiseks kasvajamudelites. Lisaks korrati varasemalt
naidatud PepFect6 edukust rakkude transfekteerimisel in vitro, kuid sellest olenemata ei
suutnud PF6 glioblastoomi subkutaansetes tuumorites siRRM2ga komplekseeritult RNA
interferentsi indutseerida. Lisaks to6tati Uurimist6o kdigus valja in vitro 3D rakukultuuride

kasutamise metoodika CPP rakenduste jaoks.
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PF6-mediated RNA interference in vitro and in vivo

Kristina Kiisholts

SUMMARY

Malignant brain tumors are often very difficult to diagnose and due to their heterogenicity it is
very difficult to develop therapeutic applications for curing this disease. The most common
malignant brain tumors are glioblastomas, which are also the disease model of internest in

given thesis.

All glioblastomas are very invasive and have high mitotic activity. This property makes them

suitable for silencing RRM2 gene using sSiRNA mediated RNA..

However, siRNAs are not able to enter cells due to their high molecular weight and negative
net charge and therefore efficient and non-toxic transport vectors are needed. One class of
such vectors is CPPs and it has been shown earlier that cell-penetrating peptide, PepFect6 is

very efficient in delivering siRNA to cells.

In this work the use of siRRM2 in glioblastoma model has been validated. Also it is shown
that PepFect6 mediates efficient gene silencing in vitro, however it is not able to silence
RRM2 gene expression in subcutanous glioblastoma model. In addition, 3D cell-cultures for

screening CPP-mediated applications were developed.

In conclusion, PepFect6 is very efficient in delivering siRNA in in vitro conditions, but

further improvements are needed for utilizing them for RNAI therapeutics in glioblastomas.
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i TARTU ULIKOOL

ARSTITEADUSKOND

CERTIFICATE

Kaido Kurrikoff
has participated in the scientist competence course on

LABORATORY ANIMAL SCIENCE:
C-category competence course

University of Tartu, Estonia

22 January — 8 February, 2007

This course fulfils the European requirements to achieve scientist competence to
carry out animal experiments.

The course followed FELASA curriculum and included 50 hours of lectures on basic
and applied laboratory animal science, 10 hours of practical work and
demonstrations, |0 hours of interactive group work and group presentations and 10
hours of self-guided stdying and a written examination.

The course was designed according to European guidelines under the auspices of
University of Tartu and the Estonian University of Life Sciences. The course is
registered at University of Tarw by code ARFS.01.067.

=

Aave Lang, MD, PhD
course organiser
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ARSTITEADUSKOND

TARTU ULIKOOL {8

TUNNISTUS

nr 05

Kristina Kiisholts

on Tartu Ulikooli arstiteaduskonnas labinud koolituse

Katseloomateadus 1

ARBS.00.001
(5 EAP)
ajavahemikul 27.01.2014 — 07.02.2014

Koolituse labiviimist on toetanud Euroopa Liit Euroopa Sotsiaalfondist

Koolituse eesmargiks oli anda valjadpe vastalt EL direktiivi 2010/63/EL, artikkel 23,
punkt 2 toodud illesannete ldbiviimiseks vastavalt a) katsete tegemine loomadega; ¢)
loomade hooldamine; d) loomade surmamine ning pdhineb Péllumajandusministri
maarusel nr 22; RT I, 12.03.13;6.

Al

Kai Okva

vastutav Oppejoud

Lisa: sisukirjeldus ja omandatud protseduuride loetelu loomaliigiti

Tartu, 07.02.2014
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S )

(G )

POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM

LOOMEKATSE LABIVIIMISE
LOAKOMISION

OTsUS 9. veebruar 2011 nr 69
Tallinn

Loombatse 1abiviimize luba

“Locmakaitseseadunse™ § 45 16ike 3 ja § 47 lddee 6 alusel ning loombkatse
labiviimise loakomisjoni 9. veebrman 2011, a istungi protokoll nr 43 kehaselt
otsustati:

1. Anda luba Kaido Kurrikoff'ile (siind 10.09.1977, aadress Tartu Ulikool,
Nooruse 1. 50411 Tartu) loombkatse, koldowdtva nimetusega “Peptiidsete
ravimilandjate  kasutamine geeniekspressiooni modifitseerimisels™,  labiviimiseks
jargmistel tingimustel:

1) loomkatse labiviimise aeg ja koht: 01.03.2011 — 31.12.20135, Tartu Ulikooli
Molellaar- ja ralwbioloogia mstitondi vivaarum (eftevétte tunnustamise ofsus
10.01.2005 or KT 1202, aadress Ravila 19, 50411 Tartu);

Tartu Ulikooli arstiteaduskonna vivaarium (ettevitte tunnustamise otsus
16.11.2004 or KT. 1201, aadress Ravila 19, 50411 Tartu);

2) katseloomade lik ja arv: 108 Balb/c liini hiirt;

3) loomkatses rakendatavad menetlnsed: katseloomadele siistitalse testitavaid
aineid iv. (sabaveeni) vdi ip. Loomi jalgitakse mammstamise jargselt ja kontrollitakse
toksiliste efektide ilmnemise suhtes.

Loomad swrmatakse iildanesteesias erinevatel ajahetkedel pérast kandja manostamist
ning hinnatakse kandja efeltitvsust.

Samaaegselt kogutakse koeproovid toksikeloogilise hindamise jacks. Selleks on maksa,
neerude, kopsu ja péma histoloogiline amaliiiis (H&E virving, patoloogi hinnang),
poma kaal, interlenkimide (IL1b, TWFa) tase wverest, vere keemilised niitajad
(lenkotsiiiidid, CRP, ALT/AST, kyeatiniin). Uldtoksikoloogilised niitajad méagratalse

Feneral clinical state” skooriga (hinnatakse selliseid Gildiseid parameetreid nagu kaal
hiknmine/letargia, kdhnlahtisus, karvkatte vilimns ja silmade suletus).

1 Otsust on &igus vaidlustada “Haldosmenetlnse seaduses™ voi
“Halduskohtumenetluse seadustikns™ ettenihitnd kerras ja tihtaja jocksul.

Jalliarjastatud digitaalselt!
Sulev Koks
Komisjoni esimees
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Lisa 4

POLLUMAJANDUSMINISTEERIUM

LOOMEKATSE LABIVIIMISE
LOAKOMISJON

OTSUS 9. veebruar 2011 nr 70
Tallinn

Loomkatse ldbiviimise luba

“Loomakaitseseaduse™ § 45 lotke 3 ja § 47 loike 6 alusel ning loomkatse
libiviimmse loakomisjomn 9. veebruan 2011, a istungi protokolls nr 43 kohaselt
otsustati:

1. Anda luba Kaido Kurrikoff'ile (siind. 10.09.1977, aadress Tartu Ulikool,
Nooruse 1, 50411 Tartu) loomkatse, kokkuvdtva nimetusega “Peptiidsete ravimkandjate
kasutamine tunmornravi mudelis™, labiviimiseks jargmastel tingimustel:

1) loomkatse libiviimise aeg ja koht: 01.03.2011 — 31.12.2015. Tartu Ulikeoli
Molekulaar- ja rakubioloogia mstituudi vivaanum (ettevétte tunnustamise otsus
10.01.2005 nr KL 1202, aadress Ravila 19, 50411 Tartu):

Tartu Ulikooli arstiteaduskonna vivaarium (ettevdite funnustamise otsus
16.11.2004 nr KL 1201, aadress Ravila 19, 50411 Tartu);

2) katseloomade luk ja arv: 394 Balb/c nu/nu luni hiart;

3) loomkatses rakendatavad menetlused: katseloomadel indutseeritakse tuumeor
kas intrakramiaalselt (stereotaktiline implantatsioon iildanesteesias) vdi nahaaluselt
(1mplantatsioon s.c. siist1 teel). Loomi kaalutakse tuumon tekatamise jirgselt 1ga 2-3
pieva jirel ning hinnatakse loomade seisukorda ning s.c. tuumorite puhul mdddetakse
mhikuga tuumon suurus.

Katseloomadele sistitakse testitavaid ameid 1v. (sabaveemi) vo1 1p; wvastavalt
raviskeemile.

Loomad surmatakse iildanesteesias (i) mirkega kandja kasutamisel ennevatel
ajahetkedel (1 tund kum 2 $dpieva) pirast kandja manustamist tuumoriga loomadele,
(11) tuumoriga loomadel ravielemendiga kandja kasutamisel toksikoloogilise cut-off live
iiletamisel (kaalukadu vé1 neuroloogiliste siimptomite teke), (11) tuumonga nullravi
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kontroll-loomadel toksikoloogilise  cut-off live iletanmsel (kaalukadu wvé1
neuroloogiliste siimptomite teke).

Mirgistatud testamnete manustanuse jirel midratakse amete lokalisatsioon looma
ermnevates kudedes ermnevatel ajapunktidel parast manustanust ja ennevatel
manustamisviisidel. Ravimiga seotud kandja puhul miiratakse ravimi (tuumorivastane)
efektivsus vorrelduna mitteseotud ravimi ekvivalentannusega.

Samaaegselt kogutakse koeproovid toksikoloogilise hindamise jaoks. Selleks on maksa,
neerude, kopsu ja pdma histoloogiline analiiiis (H&E virving, patoloogi hinnang),
poma kaal interleukiinide (IL1b, TNFa) tase wverest, verse keemilised niitajad
(leukotsiiiidid. CRP. ALT/AST, kreatiniin). Uldtoksikoloogilised néitajad misratakse
.General clinical state™ skoonga (hinnatakse selliseid iildiseid parameetreid nagu kaal.
hikumine/letargia, kéhulahtisus, karvkatte vilumus ja silmade suletus).

2. Otsust on odigus vaidlustada “Haldusmenetluse seaduses™ w1
“Halduskohtumenetluse seadustikus™ ettenihtud korras ja tihtaja jooksul.

falllirjastatud digitaalselt/
Sulev Kaks
Komisjoni esimees
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TANUSONAD
Eelkdige soovin tdnada oma juhendajat Kaido Kurrikoffi kannatlikkuse, abivalmiduse, alati
toetava suhtumise ning vdga professionaalse juhendamise eest.

Samuti olen tinulik professor Ulo Langelile konstruktiivsete nduannete ja toetava suhtumise

eest.

Ténan kogu meie uurimisgruppi abivalmiduse ja viga meeldiva to6keskkonna loomise eest,
eriti Kadi-Liis Veimani, kelle igakiilgne toetus ja asjakohased nduanded aitasid palju kaasa

antud magistritdo valmimisele.

Lisaks soovin tidnada Reet Kurge ja Eve Toomsood nduandmise eest voolutsiitomeetria

labiviimisel.
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Mina Kristina Kiisholts
(autori nimi)

(stinnikuupédev:19.10 1990)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose
PepFect6 poolt vahendatud RNA interferents in vitro ja in vivo mudelites,

(loputéo pealkiri)

mille juhendaja on Kaido Kurrikoff,

(juhendaja nimi)

1.1.reprodutseerimiseks séilitamise ja tildsusele kittesaadavaks tegemise eesmérgil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja
16ppemisent;

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 01.01.2017 kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja
16ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus, 26.05 2014 (kuupdev)
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