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INFOLEHT

Endomeetriumi organoidide tekitamine ning peptiid-suunatud nanopartiklite sisenemine

Endomeetriumi uurimiseks kasutatakse sageli 2D rakukultuure, mis ei ole aga hormonaalselt
mojutatavad ning seega voivad olla ebapiisavad. Lahendusena on voimalik kasutada 3D
kultuure, niiteks organoide, mis on oma loomult eluskoele sarnasemad. Organoididel pohinev
ldhenemine vdimaldab uurida endomeetriumi ja arendada giinekoloogiliste patoloogiate
ennetus- ja ravistrateegiaid. Lisaks on vilja pakutud nanomeditsiini valdkonnast vdimalik
lahendus klassikaliste ravi- ja diagnostikameetodite ebaspetsiifilisusele, kasutades
kullerpeptiididega suunatud sihtmérk-spetsiifilisi nanoosakesi. Sellest tulenevalt oli kdesoleva
bakalaureusetdd eesmérgiks luua 3D in vivo sarnane epiteelimudel ja testida peptiididega
suunatud hdbe-nanoosakeste spetsiifilisust. Saadud tulemused néitasid edukalt loodud 3D

epiteliaalseid organoide ning mitmete peptiidide spetsiifilist sisenemist.
Mirksonad: nanomeditsiin, hObe-nanoosakesed, kullerpeptiidid, endomeetrium, organoidid

CERCS: B726 Kliiniline bioloogia, B570 Siinnitusabi, gilinekoloogia, androloogia,
paljunemine, seksuaalsus, B210 Histoloogia, tsiitokeemia histokeemia, koekultuurid, T490

Biotehnoloogia

Endometrial organoid induction and internalization of peptide-targeted nanoparticles

2D cell cultures are commonly used for the investigating endometrium; however, they are not
hormonally responsive and may therefore be inadequate. As a solution, 3D cultures such as
organoids can be utilized, as they resemble living tissue more closely. The organoid-based
approach enables the study of the endometrium and the development of prevention and
treatment strategies for gynaecological pathologies. Additionally, a potential solution has been
proposed from the field of nanomedicine to address the non-specificity of conventional
therapeutic and diagnostic methods by involving the use of target-specific nanoparticles
conjugated with homing peptides. Thus, the objective of this bachelor's thesis was to create a
3D in vivo-like epithelial model and evaluate the specificity of silver nanoparticles targeted by
peptides. The obtained results successfully demonstrated the generation of 3D epithelial

organoids and the specific internalization of several peptides.
Keywords: nanomedicine, silver nanoparticles, homing peptides, endometrium, organoids

CERCS code: B726 Clinical biology, B570 Obstetrics, gynecology, andrology, reproduction,
sexuality, B210 Histology, cytochemistry, tissue cultures, T490 Biotechnology.
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KASUTATUD LUHENDID

AgNP (silver nanoparticles) hobe-nanoosakesed

CPP (cell-penetrating peptide) rakku sisenev peptiid

DBB (diluted blocking buffer) lahjendatud blokeerimispuhver
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) rakukultuuri s66de
DMSO dimetiitilsulfoksiid

ECM (extracellural matrix) rakuviline maatriks

FSH folliikuleid stimuleeriv hormoon

IHC (immunohistochemistry) immuunohistokeemia

NHS N-hiidroksii-suktsinimiid

PBS (phosphate buffered saline) fostaadi puhverlahus

PBST (PBS-Tween) detergenti sisaldav pesulahus

PEG poliietiileengliikool

RPL (recurrent pregnancy loss) korduv raseduse katkemine

UT (untreated) to6tlemata



SISSEJUHATUS

Endomeetrium on diinaamiline ja kompleksne limaskestakude, mis vooderdab emakadont ja
méngib peamist rolli raseduse tekkel ja arenemisel. Inimese endomeetriumi uurimiseks on
kasutatud 2D rakukultuure, kuid erinevalt 3D kultuurisiisteemidest ei ole nad hormonaalselt
mdjutatavad. Lisaks on 3D kultuuride puhul vdimalik uurida rakkudevahelisi interaktsioone,
kudede omadusi ja ainevahetust. Uheks 3D endomeetriumi modelleerimise vdimaluseks on
iseorganiseeruvate, geneetiliselt stabiilsete endomeetriumi néddrmete epiteelirakkudest
koosnevate organoidide loomine. Organoididel on endomeetriumi mudelitest ainukesena in
vivo endomeetriumi sarnane nddrmeline struktuur, mistottu valiti see mudel kéesoleva

bakalaureusetdo teostamiseks.

Viimaste aastakiimnete jooksul on hdbe-nanoosakesed kujunenud nanotehnoloogia
uurimisvaldkonnas populaarseks uurimisobjektiks. Nanomddtmetes hdbeosakestel on
biotsiidne aktiivsus mikroobide vastu ning neid kasutatakse mitmetes valdkondades ravimite
efektiivsuse suurendamise eesmirgil, nditeks farmaatsias ja kliinilistes uuringutes. Bioloogia
valdkonnas on nanomaterjalide integreerimine viinud diagnostika- ja analiiiitiliste seadmete
ning kontrastainete ja ravimite kohaletoimetamise arendamiseni. Hobe-nanoosakesi saab
kergesti siinteesida ja modifitseerida, see vdimaldab neid siduda erinevate molekulidega,
sealhulgas ravimitega, DNA-ga, valkude ja (kuller)peptiididega. Kullerpeptiididega
funktsionaliseeritud hdbe-nanoosakesed voimaldavad ravi- vdi diagnostika eesmaérgil sihtida
spetsiifilist kohta organismis, néiteks kude, kuhu nende nanomddtmelisus vdoimaldab tdhusalt
tungida. Selliseid ravi- ja diagnostikameetodeid saab uurida ja katsetada sihtmérk-organist voi

koest loodud organoidide peal, mis jdljendavad péritolukude.

Antud t66 eesmérgiks on luua endomeetriumi organoidide biopank, mida pikas perspektiivis
jargnevateks detailsemateks uuringuteks kasutada. Lisaks testida eelnevalt kirjeldatud
peptiididega  funktsionaliseeritud hdbe-nanoosakeste vOimet siseneda endomeetriumi

organoididesse. T66 teostati Tartu Ulikooli bio-ja siirdemeditsiini instituudis.



1.KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Endomeetrium

1.1.1. Endomeetriumi histoloogia

Endomeetrium on diinaamiline ja kompleksne limaskestakude, mis vooderdab emakaddnt. See
on naiste reproduktiivsiisteemi osa, mis mingib peamist rolli embriio vastuvotmisel ja
toetamisel ning raseduse tekkel (Cha et al., 2012). Endomeetrium koosneb pealmisest
epiteelirakkude kihist, epiteliaalsetest nddrmetest ja neid toetavatest stroomarakkudest, mis on
omakorda ldbipdimunud veresoonte vorgustikuga, et tagada kiiresti muutuva koe hapniku ja
toitainetega varustatus (joonis 1) (Tempest et al., 2022). Endomeetrium jaguneb kaheks osaks
— funktsionaal- ja basaalkihiks. Sugukiipse naise endomeetriumis toimuvad menstruaaltsiikli
jooksul erinevad morfoloogilised ja fiisioloogilised muutused, mida iseloomustavad kasv,
sekretoorne diferentseerumine ning raseduse puudumisel ka koe taandareng ja taasteke.
Proliferatsioon, sekretsioon ja taandareng toimuvad endomeetriumi iilemises funktsionaalses

kihis ja basaalkihis leiab aset taasteke. (Ferenczy & Bergeron, 1991)

Joonis 1. Endomeetriumi histoloogia. Kohandatud Inimese Proteoomi Atlase veebilehe jirgi.

1.1.2. Menstruaaltsiikkel
Menstruaaltsiikkel (joonis 2) on sugukiipsete naiste igakuine protsess, mis valmistab keha ette
potentsiaalseks raseduseks. Menstruaaltsiikli iiks tunnustest on perioodiline tupeverejooks, mis

tekib endomeetriumi irdumise tagajirjel. Menstruaaltsiikkel kestab keskmiselt 28 pideva,
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arvestades esimesest menstruaalverejooksu péevast ja I0petades jargmise tsiikli esimese
menstruatsiooni pdevaga. (Thiyagarajan et al., 2022) Naistel on elueaga vdrreldes pikk
reproduktiivne periood, keskmiselt umbes 36 aastat, alates menarhest (esimene menstruatsioon)
vanuses 8,5-13 aastat (keskmiselt 12 aastat) kuni menopausini umbes 50-aastaselt (Mihm et
al., 2011). Naiste menstruaaltsiikkel on kontrollitud parakriinsete ja sisendrendérmete eritatud
hormoonide poolt, mida reguleerivad hiipotalamus, hiipofiilis, munasarjad ja endomeetrium
(Hawkins & Matzuk, 2008). Inimese menstruaaltsiiklile on iseloomulik hormonaalsete
muutuste perioodiline muster, mida reguleerivad negatiivse ja positiivse tagasiside

mehhanismid (Messinis et al., 2014).

Menstruaaltsiikli voib jagada kolmeks faasiks: menstruaalne, proliferatiivne ja sekretoorne.
Menstruaaltsiikli esimene faas on menstruatsioon, mille kdigus toimub emaka limaskesta
eraldumine ja tupeverejooks. Hormoonide 0strogeeni ja progesterooni tasemed on selles faasis
kdige madalamad. Peale menstruatsiooni algab proliferatiivne faas, mis kestab kuni
ovulatsioonini ehk munaraku eraldumiseni munasarjast. Selles faasis hakkab Gstrogeeni tase
tousma ja endomeetriumi vooder pakseneb. Jargnev sekretoorne faas kestab ovulatsioonist kuni
jdrgmise menstruaalfaasini. Selle alguses, ovulatsiooni jérel, hakkab progesterooni tase tdusma
ning endomeetrium ldpetab paksenemise ja valmistub vastu vOtma viljastatud munarakku,
hakates tootma gliilkogeeni ja lima. Raseduse puudumisel langevad progesterooni ja Ostrogeeni

tasemed, emaka limaskest hakkab eralduma ja algab uus tsiikkel. (Hawkins & Matzuk, 2008)

Ostrogeen

N

Menstruatsioon l
Endomeetriumi tsikkel e

Suguhormoonid ™~ Progesteroon

Emaka limaskest

Funktsionaal-
kiht

:|> Basaalkiht

3

- > < -
- » - »

Endomeetriumi Endomeetriumi
proliferatiivne staadium sekretoorne staadium

Joonis 2. Hormonaalsed ja morfoloogilised muutused menstruaaltsiiklis. Kohandatud
(Mizutani et al., 2020) jargi.



1.1.3. Endomeetriumi funktsioon

Endomeetrium on liigi sdilitamise seisukohast anatoomiliselt ja funktsionaalselt ks
olulisemaid kudesid. Harvade eranditega on endomeetrium ainus koht, kus embriio saab edukalt
implanteeruda ehk pesastuda, loode kasvada ja elada kuni silinnini. (Vilella et al., 2021)
Endomeetriumi ndidrmete sekreedid toetavad embriio arengut ja algatavad varajase suhtluse,
mis jatkub raseduse ajal (Lessey, 2000). Implantatsiooniks algatab blastotsiist ehk viljastatud
munarakk fiiiisilise ja fiisioloogilise suhtluse ema endomeetriumiga. Suhtlus on véga oluline
normaalse implantatsiooni ja raseduse kulgemiseks. Korvalekalded blastotsiisti ja
endomeetriumi interaktsioonide vahel vdivad viia jdrgnevate arenguetappide hiireteni,
sealhulgas platsenta moodustumise osas, mis vOib potentsiaalselt kaasa tuua raseduse
katkemise. Implanteeruva embriio vastuvotmiseks teeb endomeetriumi strooma libi rakulise
transformatsiooni — detsidualiseerumise. (Wang et al., 2013) Embriio edukaks
implanteerumiseks on vajalik elujoulise blastotsiisti digesti ajastatud joudmine retseptiivsesse
ehk vastuvotlikkusse endomeetriumisse. Endomeetrium 14bib menstruaaltsiikli jooksul mitmeid
iimberkujundamisi ning on vaid liihikesel perioodil vdimeline embriiot omaks vOtma
(implantatsiooni aken, umbes 80 tundi pdrast ovulatsiooni). (Croxatto et al., 1978) Emaka
limaskest muutub implanteerumisele vastuvdtlikuks umbes neljaks paevaks, 6-8 pieva pérast
ovulatsiooni (Diedrich et al., 2007). Endomeetriumi keskkonna olulisuse rolli kinnitab uurimus,
mille kohaselt kvaliteetsed embriiod, mis on siirdatud surrogaatemadele, on suurema
toendosusega implanteerumises edukad, vorreldes juhtudega kui neid siirdatakse tagasi

rasestumisprobleemidega doonornaistele (Check et al., 1992).

Kaasaslindinud ja omandatud endomeetriumi anomaaliad on seotud korduva raseduse
katkemisega (RPL, recurrent pregnancy loss). Korduvat raseduse katkemist miiratletakse
kolme v&i enama raseduse katkemisega (jarjestikku voi mitte) enne 20. rasedusnddalat. RPL
esineb 1%—3% paaridest, kes iiritavad rasestumist saavutada. (Carbonnel et a/., 2021) Tihti on
RPL pdhjustatud krooniliste endomeetriumiga seotud pdletikuliste protsessidega, mis
mdjutavad endomeetriumi vastuvotlikkust nagu niiteks endometrioos, adenomiioos ja

krooniline endometriit (Pirtea et al., 2021).

1.1.4. Endomeetriumi modelleerimine

Viimastel aastakiimnenditel on inimese endomeetriumi in vitro uuringutes kasutatud
kahemddtmelisi (2D) rakukultuuri meetodeid, mis hdlmavad tiksikute rakutiiiipide kasvatamist
ja analiitisimist. Endomeetriumi epiteeli 2D kultuurid vdivad aga olla ebapiisavad mudelid
osade uurimissuundade jaoks, sest nad ei ole sageli hormonaalselt mojutatavad. Lahendusena

on vdimalik kasutada 3D kultuure, nditeks organoide, mis on oma loomult eluskoele



sarnasemad. Enamik 2D siisteeme ei sisalda rakuvélise maatriksi (ECM, extracellular matrix)
komponente, mistdttu on vihenenud mehhaanilised ja biokeemilised signaalid, mille kaudu

rakud saaksid omavahel suhelda, polariseeruda ja diferentseeruda. (Fitzgerald ef al., 2021)

3D rakukultuuri eeliseks 2D kultuuride ees on see, et nende pohjal saab tdpsemalt uurida
rakkudevaheliste interaktsioonide, kudede omaduste, ainevahetuse, tiivirakuliste omaduste ja
ka haiguslike seisundite kohta. Kasutakse karkassipohiseid (scaffold) meetodeid nagu néiteks
hiidrogeelil pohinev toestus, poliimeersel kdval materjalil pohinev toestus ja hiidrofiilne
klaaskiud. Samuti kasutatakse ka karkassivabasid tehnikaid nagu niiteks rippuva tilga meetodid
ja rakkude kiillvamine kinnitumist takistavale rakukultuuri plaadile 3D sferoidide
kasvatamiseks. 3D rakukultuuridel on organoide kasutades suur potentsiaal pakkuda
alternatiivseid viise kudede uurimiseks in vitro. (Jensen & Teng, 2020) Endomeetriumi
organoidid on iseorganiseeruvad, geneetiliselt stabiilsed 3D kultuurisiisteemid, mis
meenutavad paritolukude ja koosnevad endomeetriumist eraldatud epiteliaalsete nididrmete
rakkudest. (Turco et al., 2017) Joonisel 3 on toodud mitmeid néiteid erinevatest eelnevalt
véljatodtatud endomeetriumi kultuuridest koos nende eeliste ja puudustega. Organoididel on
ainukesena in vivo endomeetriumi sarnane niddrmeline struktuur, mistottu valiti see mudel

kiesoleva bakalaureusetdo teostamiseks.
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Y AR

+ Lihtne luua  Lihtne luua
+ Embruole reageeriv + Embriole reageeriv
+ Saab uurida embriio + Otsesed interaktisoonid rakutiilipide vahel
kinnitumist + Saab uurida embriio kinnitumist ja
invasiooni

= Puudub 3D m&6tmelisus
- Puuduvad endomeetriumi rakutiiiipide interaktsioonid | = Puuduvad naarmelised struktuurid

- Keeruline pikaaegselt paljundada

Transwell® kaaskultuur Organoidi kultuur

Hiidrogeeli kiht
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+ Embriole reageeriv + Sisaldavad naarme struktuure
+ Mitu erinevat endomeetriumi rakuttpi "Voimalik pikaaegselt paljundada
+ Saab uurida embriio kinnitumist ja invasiooni + Bio-panga loomise véimalus
+ Kaudsed rakkudevahelised interaktsioonid
(sekreteerivate molekulide kaudu) - Puuduvad esmased embriio interaktsioonikohad
- Puuduvad nddrmelised struktuurid - Puuduvad endomeetriumi rakutiiiipide

- Puuduvad otsesed interaktsioonid rakutiitipide vahel vahelised interaktsioonid

- Puudub 3D mdotmelisus

EEEE Ohekihiline epiteel @» Strooma fibroblast -‘,“ :': Epiteliaalsetest ndarmetest organoid

~

Joonis 3. /n vitro endomeetriumi mudelid. Mérgitud on iga siisteemi peamised eelised (+) ja
puudused (-). Kohandatud (Rawlings et al., 2021) jérgi.

Kolmemodtmeliste inimese organoidide kasutamine on strateegia mitmete kudede
fenotiitipiliste ja flisioloogiliste aspektide jéljendamiseks ja uurimiseks. Uuringud on tdestanud,
et 3D organoide saab tekitada inimese endomeetriumi epiteelist, mis loob vdimaluse uurida
selle koe rakulisi ja molekulaarseid omadusi in vitro tingimustes. Organoide on vdimalik
kasvatada pikaajaliselt ning nad on geneetiliselt stabiilsed, mis vdimaldab biopanga loomist
edasisteks uuringuteks, nditeks embriio interaktsioonide uurimiseks (Turco et al., 2017).
Varasemalt on katsetatud ka stroomarakkude hiidrogeeli lisamist ehk assembloidide tekitamist,

et paremini jdljendada endomeetriumi eluskude. See loob edaspidi voimaluse implantatsiooni
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testimiseks ja erinevate geneetiliste modifikatsioonide toime uurimiseks. Samuti saab
endomeetriumi organoide kasutada lisaks endomeetriumi uurimisele ka giinekoloogiliste

patoloogiate ennetus- ja/voi ravistrateegiate viljatodtamiseks (joonis 4). (Luddi et al., 2020)

’ Endomeetriumi biopsia ’

. &

| Epiteeli rakud | | Strooma rakud |
Nddrme organoidide Uhekihiline stroomarakkude
paljundamine paljundamine

e

| Assembloid kultuur | /

#
/l\

Implantatsiooni uuringud | Ravimiuuringud Geneetiline modifikatsioon

| Strooma fibroblastid | I Organoid epiteeli nddrmetest | .j| Geneetiliselt modifitseeritud fibroblast |

Joonis 4. Endomeetriumi mudeli loomise skeem koos rakenduse vdimalustega. Kohandatud
(Rawlings et al., 2021) jargi.

1.2. Kullerpeptiidid

1.2.1. Faagidisplei

Bakteriofaagid ehk faagid on bakteriviirused, mis tungivad bakterirakkudesse ning nakatavad
ja/voi liiisivad neid. Liiitilised faagid hdirivad bakterite ainevahetust ja pohjustavad nende
surma. (Sulakvelidze et al., 2001) Faagidisplei on tehnoloogia sihtmérk-spetsiifiliste peptiidide

skriinimiseks ja isoleerimiseks (joonis 5). Selle meetodi puhul kasutatakse bakteriofaage, et
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kuvada nende pinnal vdorpeptiide. Esmalt luuakse geneetiliselt erinevate faagide raamatukogu,
seejirel inkubeeritakse seda sihtmirkmolekuli, -raku voi -koega. Bakteriofaagid, mis ei
seondunud, pestakse vélja ja seondunud bakteriofaagid eraldatakse. Neid seondunud faage
paljundatakse bakterirakkudes, et luua uus ja rikastatud selektiivsusega faagiraamatukogu ning
alustatakse uuesti sama sihtmirgiga inkubeerimist. Neid etappe korratakse spetsiifiliste ja korge

afiinsusega seonduvate peptiidide eraldamiseks kolm kuni viis korda. (Saw & Song, 2019)

#»
A B “ n? W
£ S - s v
AVITIN e
el "
g A
Raamatukogu konstrueerimine ja amplifitseerimine | Faagi ja sihtmargi

inkubeerimine

G C
Kolooniate valimine ja faagide

suurtes kogustes kasvatamine

ﬁ{—,ﬂlq—»’» - /.

Mitte-seondunud ja
Bakterite nakatamine ja Seondunud faagide Sihtmark-spetsiifilised ebaspetsiifiliste faagide
kolooniate kasvatamine elueerimine seondunud faagid eemaldamine

Joonis 5. In vitro faagidisplei tehnika {ildine skeem ja korge afiinsusega peptiidi
véljasorteerimine. Kohandatud (Saw & Song, 2019) jargi.

In vivo faagidisplei toimub samal pdhimdttel. In vivo faagidisplei korral faagi raamatukogu
paljundatakse, puhastatakse ja manustatakse elusatele hiirtele, millele jargneb veresoonte
labivoolutamine seondumata faagide eemaldamiseks verest, sihtmérk-organite eemaldamine,
faagide paljundamine ja katse kordamine eelnevalt edukalt seondunud faagidega (joonis 6).
(P3dsnograjeva et al., 2022) Nii in vitro kui ka in vivo faagidisplei puhul tehakse faagi DNA
sekveneerimisega kindlaks seondunud peptiide kodeerivad jérjestused (Laakkonen et al.,

2002).
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Joonis 6. /n vivo faagidisplei skeem. Kohandatud (PdSnograjeva et al., 2022) jargi.

1.2.2. Kullerpeptiidide eelised

Kullerpeptiidid on peptiidid, mis on vdimelised kandma (ravimi)molekule spetsiifilistesse
kohtadesse organismis 14bi retseptor-spetsiifilise seondumise (Ruoslahti, 2001). Siisteemse ravi
peamiseks probleemiks on see, et ainult vdike osa manustatud ravimist jouab sihtpunkti. Ravimi
selektiivne transport sihtkoesse kullerpeptiidide abil on iiks vdimalikest probleemi
lahendustest. Afiinsuspdhine fiiiisiline sihtimine kasutab siisteemselt manustatavate ravimite
valikuliseks transpordiks molekulaarseid markereid, mis ekspresseeruvad spetsiifiliselt
sihtmérk-koes, aga mitte mujal kehas. Selle meetodi tulemuseks on suurem ravimi lokaalne

akumuleerumine ja madal {ildine manustamise kontsentratsioon. (Teesalu et al., 2013)

Kullerpeptiididel on klassikaliste ravimite kasutamise ees palju eeliseid. Vidikesed mdotmed
(5-30 aminohapet) vdoimaldavad neil tungida tdhusamalt kudedesse kui néiteks antikehadel voi
valkudel. Lisaks on madalamad ka tootmiskulud, sest peptiidide keemiline siintees on
alternatiividega vorreldes suhteliselt odav. Kuna peptiidid ei ole tdendoliselt immunogeensed,
voib neid samale isikule korduvalt manustada. Ka lithike poolvédértusaeg ja kiire kehast
véljutamine takistavad peptiidide kuhjumist kudedesse, vihendades nende poolt pohjustatud

immunogeensuse vO0i tlisistuste tekkimise vdimalust. (Laakkonen & Vuorinen, 2010)
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1.2.3. Kullerpeptiidide kasutusvéimalused

Kullerpeptiidide iiks peamiseid kasutusvdimalusi on véhiravi valdkond, mis vajab kiireid
lahendusi. Vdhk on maailmas liks peamine surmapdhjus, pohjustades 2020. aasta seisuga ligi
10 miljonit surmajuhtumit (Maailma Terviseorganisatsiooni veebileht). Tavaparase keemiaravi
peamisteks puudusteks on spetsiifilisuse puudumine kasvajarakkude suhtes, sellest tingitud
rasked korvaltoimed tervetele kudedele ja madal kasvajavastane toime (Mée et al., 2009). Selles
kontekstis on kasvajat sihtivad kullerpeptiidid (tumor homing peptides) pilvinud palju
tahelepanu. Need peptiidid méngivad tdhtsat rolli korge spetsiifilisusega ravimite
kohaletoimetamisel kasvaja kudedesse. (Kapoor et al, 2012) Vihiraviga seotud
kullerpeptiididest on kliiniliste uuringutesse teise etappi joudnud nditeks peptiid iRGD (Kang
et al., 2020).

Lisaks véhile on kullerpeptiide katsetatud ka endometrioosi puhul. Endometrioos on krooniline
poOletikuline haigus, mida iseloomustab endomeetriumi koe kasv véljaspool emakadont.
Endometrioos mdjutab maailmas hinnanguliselt iihte kiimnest reproduktiivses eas naistest.
Endometrioosi siimptomiteks on néditeks krooniline valu vaagna piirkonnas ja viljatus.
Vaatamata aastakiimnete pikkusele uurimistodle on endometrioosi mitteinvasiivsed
diagnoosimise ja ravi voimalused véga piiratud. (Symons et al., 2018) Kuigi endometrioos on
healoomuline seisund, on moned selle tunnused sarnased vihile, nditeks suurenenud rakkude
invasioon, migratsioon, timbritsevate kudede pdletik ja uute veresoonte moodustumine ehk
angiogenees. Kullerpeptiididest on osutunud potentsiaalseks vdimaluseks endometrioosi
diagnoosimiseks ja raviks nditeks peptiid PL1, mis arendati esmalt vihispetsiifilise peptiidina.
(Simén-Gracia et al., 2021) Need on vaid modned nidited paljudest kullerpeptiidide
kasutusvoimalustest. Tegelikult saab neid kasutada sihtmirk-spetsiifiliste kandjatena paljudes
erinevates nii patoloogilistes kui ka normaalsetes organites ja kudedes (Hyvonen & Laakkonen,

2015).

1.3. Nanopartiklid

1.3.1. Nanopartiklite omadused

Nanotehnoloogia on teadusharu, mis tegeleb viga viikeste, nanomeetri suurusjirgus
mddtmetega materjalide uurimise ja loomisega. Eesliide nano- pdrineb vanakreeka sdnast
nanos, mis tdhendab kédbust ehk {tldisemalt midagi véikest (Eesti Keele Instituudi
,Voorsonade leksikoni“ veebileht). Rahvusvahelise modtithikute siisteemi (SI) kohaselt
kasutatakse seda mdistet 10~° tihistamiseks. Nanosuuruseid mdddetakse nanomeetrites (1 nm
vastab 10™%m). Sellise mastaabi tingimustes tootavad aatomid ja molekulid teisiti, vdimaldades

erinevaid kasutusviise. Nanotehnoloogia ja -teadus pakuvad eeliseid tavapiraste ravimite
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kohaletoimetamise ees pohinedes kdrgel stabiilsusel, spetsiifilisuse tekitamise vdimalusel,
ravimi suurel kandevoimel, kontrollitud vabanemisvoimel, voimalusel kasutada erinevaid
manustamisviise ja vdimel kohale toimetada nii hiidrofiilseid kui ka hiidrofoobseid molekule.
(Lal et al., 2011) Farmaatsias ja kliinilistes uuringutes kasutatakse nanoosakesi, et suurendada
ravimite efektiivsust. Ravimite transportimiseks ja haiguskoldesse toimetamiseks kasutatakse
erinevat tiilipi osakesi nagu niiteks liposoome, poliimeere, mitselle, metalseid nanoosakesi,
siisiniku nanotorusid, tahkeid lipiide, niosoome ja dendrimeere. Nanoosakesed aitavad
lahendada ravimitega seotud probleeme, nagu nditeks madal lahustuvus vees, halb biosaadavus

vOi ebaspetsiifiline kohaletoimetamine. (Abdellatif & Alsowinea, 2021)

1.3.2. Hobe-nanoosakesed

Hobe-nanoosakesed (AgNP) on viimaste aastakiimnete jooksul kujunenud nanotehnoloogia
populaarseks uurimisobjektiks. AgNP-d on hobedast koosnevad osakesed, 1abimddduga 1-100
nm, neil on suur eripind ja pindaktiivsus. (Nie et al, 2023) Hdbe-nanoosakestel on tugev
mikroobide vastane toime. Nad on efektiivsed laia spektri gram-negatiivsete ja gram-
positiivsete bakterite ning monede antibiootikumiresistentsete tiivede vastu. (Pulit-Prociak &
Banach, 2016) Vorreldes hdbeda makroskoopilise vormiga on hdbe-nanoosakestel suurema
eripinna tdttu parem kontakt mikroorganismidega ja efektiivsem biotsiidne aktiivsus. Hobe-
nanoosakesi saab kergesti siinteesida ja modifitseerida, mis annab voimaluse nende erinevate
molekulidega sidumiseks, sealhulgas ravimitega, DNA-ga, valkude ja peptiididega (joonis 7).
(Abdellatif & Alsowinea, 2021)
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Joonis 7. Kasutatud hobe-nanoosakese skeem. Kohandatud (Simén-Gracia ef al., 2021) jérgi.
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Fluorestsentsmikroskoobiga visualiseerimine, mida kasutatakse tihti nanoosakeste seondumise
uurimiseks, ei voimalda vahet teha raku pinnale seondunud ja rakkudesse sisenenud osakeste
vahel. Uks pohilisi eeliseid hdbe-nanoosakeste kasutamisel on see, et eelkliinilistes katsetes on
voimalik so0vituslahuse abil rakuvéliste osakeste elimineerimine, et eristada seondunud ja
rakkudesse sisenenud osakesi. (Braun et al., 2014) Kéesolevas t60s kasutati soovituslahuse
tegemiseks kaaliumferritsianiidi ja naatriumtiosulfaati. Kaaliumferritsiianiid oksiideerib
hdbeda, mis moodustab ioone. Naatriumtiosulfaat tekitab ioonidest kompleksid, mis lahustuvad

taielikult. (Braun et al., 2014)

1.3.3. Nanoosakeste kasutamine meditsiinis

Nanomaterjalide integreerimine bioloogiasse on viinud kontrastainete ja ravimite
kohaletoimetamise ning diagnostika- ja analiiiitiliste seadmete arendamiseni (Singh et al.,
2008). Hobe-nanoosakesed on véga efektiivsete ja laia spektriga antimikroobsete ja anti-
kantserogeensete omadustega. AgNP-d omavad suurt rolli mitmesuguste vahivormide vastu nii
in vitro kui ka in vivo, sealhulgas emakakaelavdhi, rinnavédhi, kopsuvdhi ja mitmete
kartsinoomide vastu. Lisaks kdige uuritumatele antimikroobsetele ja vihivastastele toimetele
on leitud hdbe-nanoosakestele rakendus ka mitmetes muudes meditsiini valdkondades, nagu
nditeks haavade ja luude paranemine, hammaste tditematerjalid, vaktsiinide adjuvandid,
diabeedivastased ained ja molekulaarne pildistamine. (Xu et al., 2020) 2022. aasta 14.
detsembri seisuga oli Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiameti poolt heaks kiidetud

umbes 64 eri tiilipi nanoosakest (Namiot et al., 2023).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too eesmargid

Eksperimentaalse osa eesmérgid olid:

e patsiendi endomeetriumi biopsiatest epiteliaalsete 3D organoidide tekitamine ning
biopanga loomine
e kullerpeptiididega kaetud hdbe-nanoosakeste spetsiifilise seondumise ja organoididesse

sisenemise hindamine

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Endomeetriumi organoidide loomine
Endomeetriumi koetiikid koguti doonoritelt biopsia kiigus. Tartu Ulikooli Eetikakomitee Kiitis
heaks proovide kogumise ja informeeritud ndusoleku vormid, mis olid allkirjastatud koikide

patsientide poolt.

Organoidide tekitamiseks ja kultiveerimiseks kasutati veidi kohandatud varasemalt kirjeldatud
protokolli (Turco et al., 2017). Liihidalt: koeproove pesti RPMI-1640 sdotmega (Gibco/Life
Technologies), millele oli lisatud penitsilliini-streptomiitsiini (10 mL/L, Sigma) ning kude
hakiti 0,5-1 mm?® suurusteks tlikkideks. Organoidide tekitamiseks vajalike epiteliaalsete
nddrmete eraldamiseks inkubeeriti koetiikke poorleval alusel (Thermo Scientific) kollagenaasi-
dispaasi lahuses: 0,4 mg/ml kollagenaas V, 1,25 U/ml dispaas II, RPMI-1640 s6ode, 10%
vasika loote seerum (Gibco/Life Technologies), 37°C. Hetkel, mil koeliisaadi visuaalsel
hinnangul oli ndha vaid véikeseid koetiikke (nddrmeid), soeluti see 1dbi 100 pm rakusdela
(Corning) ning sdelale jidnud nddrmed pesti RPMI-1640 s66tmega, uhuti tagurpidi Petri tassile,
koguti kokku ja tsentrifuugiti 500 x g, 5 min. Nddrmed suspendeeriti u 50 korda baass66tmes
(Advanced DMEM F12, Life Technologies), et neid osaliselt dissotsieerida ning tsentrifuugiti
uuesti. Seejdrel eemaldati supernatant, lisati jddkiilma Matrigeli (Corning, vdhendatud
kasvufaktoritega) ja suspendeeriti Ornalt. Organoide Matrigeli segus hoiti jdd peal, sest
toatemperatuuril hakkab Matrigel kiiresti poliimeriseeruma. Koekultuuri 48-kaevulise
rakuplaadi kaevude keskele pipeteeriti 20-25 upl Matrigeli-rakususpensiooni, tdsteti
inkubaatorisse 37°C juurde ning 15-30 min méddumisel kaeti iga tilk 250 pl kasvuséotmega

(Tabel 1).

Katsetes kasutati patsientide endomeetriumi kudedest moodustunud organoide: HUT 50, HUT
57, HUT 60, HUT 64, HUT 71, millest esimesed kolm on tekitatud proliferatiivse faasi ja
viimased kaks sekretoorse faasi koest. Kuigi kirjeldatud kudede puhul pole tegu
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immortaliseeritud materjaliga, kasutatakse edaspidi arusaadavuse lihtsustamiseks t60s lébivalt

terminit “organoidiliin®.

Tabel 1. Kasvusootme komponendid.

Komponendid Loppkontsent- |Roll Tootja
ratsioon lahuses
Advanced 1X Rakkude kasvu soodustava koostisega|Life
DMEM/F12 baassodde Technologies
N2 lisand 1X Seerumivaba lisand, toetab | Life
primaarrakkude kasvu Technologies
B27 lisand ilma A|1X Seerumivaba lisand primaarrakkudele, ei|Life
vitamiinita kutsu esile diferentseerumist Technologies
Primocin 100 pg/ml Laia spektriga antibiootikum ja fungitsiid, | Invivogen
ei kahjusta rakke, surmab mikroobid
(bakterid, miikoplasma, seened)
N-atsetiiiil-L- 1,25 mM Antioksiidant, kaitseb vabade hapniku|Sigma
tsiisteiin radikaalide eest Aldrich
L-glutamiin 2mM Aminohape, valkude komponent Gibco/Life
Technologies
Rekombinantne 50 ng/ml Kasvufaktor, stimuleerib epiteelirakkude | Peprotech
inimese EGF proliferatsiooni
Rekombinantne 100 ng/ml Difundeeruv valk, reguleerib TGF-B|Peprotech
inimese Noggin perekonna aktiivsust
Rekombinantne 75 ng/ml Valk, mis indutseerib  rakkude|Peprotech
inimese R-spondin-1 proliferatsiooni
Rekombinantne 100 ng/ml Valk, mis soodustab rakkude | Peprotech
inimese FGF-10 proliferatsiooni ja diferentseerumist
Rekombinantne 50 ng/ml Valk, mis toimib kasvufaktorina. Toetab|Peprotech
inimese HGF rakkude proliferatsiooni, morfogeneesi
Y-27632 10 uM Inhibiitor, parandab rakkude ellujdémist, | Merck
takistades apoptoosi
A83-01 500 nM Inhibiitor, mis takistab epiteelirakkude|System
iileminekut mesenhiitimiks Biosciences
Nikotiinamiid 10mM Toetab rakkude diferentseerumist Sigma
Aldrich
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2.2.2. Endomeetriumi organoidide kasvatamine

Organoidid kasvasid veeauruga kiillastatud koekultuuri CO»-inkubaatoris temperatuuril 37°C.
Peale endomeetriumi organoidide loomist vahetati kasvusdodet iga 2—-3 pideva tagant.
Organoidide kasvu jélgimiseks ja pildistamiseks kasutati kaameraga varustatud inverteeritud
valgusmikroskoopi (Zeiss Primovert). Organoide kiilvati timber vastavalt vajadusele iga 5-14
pdeva tagant. Organoidide timber kiilvamiseks 10ohustati esmalt Matrigeli tilk pipetiotsikuga
kraapides s60tmesse ning tdsteti neljakaupa 1,5 ml katsutitesse. Seejérel tsentrifuugiti katsuteid
600 x g, 6 min, eemaldati supernatant ja asendati baasséotmega. Organoidide 16hkumiseks
pipeteeriti elektroonilise pipetiga (Picus Nxt) segu 180 korda, keskmise jouga. Lisati 1 ml
baassdddet ja tsentrifuugiti. Seejirel eemaldati supernatant, pipeteeriti 50 korda ja tsentrifuugiti
uuesti. Eemaldati supernatant, lisati iga kaevu kohta 20-25 pl Matrigeli ja plaaditi koekultuuri
48-kaevulisele rakuplaadile. Matrigeli-organoidide tilka inkubeeriti temperatuuril 37°C, 15

min. Seejdrel lisati igasse kaevu 250 pl kasvusdddet.

Organoidide kiilmutamiseks asendati soode rakkude taastamise lahusega (Cell Recovery
Solution, Corning) ja hoiti 60 min jdidl. Rakkude taastamise lahus depoliimeriseerib mitte-
ensiimaatiliselt Matrigeli. Segu pesti baassodtmega, suspendeeriti drnalt umbes 50 korda, et
organoidide struktuuri veidi 10hkuda. Baass6dde asendati 0,5 ml kiilmutamissé6tmega
(Recovery cell culture freezing medium, Gibco/Life Technologies) ning hoiti aeglaselt jahtuvas

karbis (Coolcell, Corning) -80°C juures iile 60, seejirel hoiustati vedelas lammastikus.

2.2.3. Immunohistokeemia

Immunohistokeemia (Immunohistochemistry, IHC) on laboratoorne meetod, milles kasutatakse
antikeha ja antigeeni vahelist spetsiifilist scondumist, et tuvastada ja lokaliseerida rakkudes ja
kudedes esinevaid konkreetseid antigeene. Immunohistokeemiat kasutatakse muuhulgas

patoloogiate kliiniliseks diagnostikaks. (Magaki et al., 2019)

Kéesolevas t60s kasutati organoide moodustanud rakkude péritolu kindlakstegemiseks
primaarset ja sekundaarset antikeha, et tdpsemalt tuvastada epiteliaalse markeri olemasolu. IHC
tehti tdppis- ja nanomeditsiini instituudis kasutatava standardprotokolli pdhjal. Primaarne
antikeha seondub organoidide tsiitokeratiiniga ja sekundaarne antikeha seondub primaarse
antikehaga. Immunohistokeemia jaoks teostati endomeetriumi organoidide immuunvérvimine
tsiitokeratiin 8 vastase primaarse antikehaga (Anti-Cytokeratin 8§ [EP1628Y] (ab53280),
Abcam). Katse alustamiseks kiilvati organoidid 7 pl tilgana 8-kaevulise klaaspdhjaga
rakuplaadile. Kui organoidid olid piisavalt kasvanud ja oma tavapédrase morfoloogia
saavutanud, tsentrifuugiti rakuplaati 10°C juures 3000 rpm, 10 min, et viia organoidid

drauhtumise valtimiseks plaadi pdhja ldhedale. Seejdrel pesti organoide fosfaatpuhverdatud
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soolalahuses PBS (Phosphate Buffered Saline, Thermo Scientific) ja inkubeeriti 4%
paraformaldehiiiidis (PFA, Sigma-Aldrich) toatemperatuuril 45 min, et rakke fikseerida.
Jargmiseks pesti 3 korda PBS-iga ja inkubeeriti permeabilisatsiooni puhvris (0,2% Triton-X
PBS-is) toatemperatuuril 10 min, et muuta rakumembraanid libilaskvaks. Peale inkubatsiooni
pesti organoide 3 korda PBS-iga. Mitte-spetsiifilise antikeha seondumise véltimiseks
inkubeeriti organoide blokeerimispuhvris (5% veise seerumi albumiin, 5% veise loote seerum,
5% kitse seerum 0,05% PBS-Tweeni lahuses) toatemperatuuril, 30 min. Seejérel inkubeeriti
pooli iihe patsiendi organoide tsiitokeratiin 8 vastases antikeha lahjenduses
(I6ppkontsentratsiooniga 0,165 pg/ml) lahjendatud blokeerimispuhvris DBB (diluted blocking
buffer, blokeerimispuhver 1/5 lahjendatud PBS-Tween’is), liikuval alusel temperatuuril 4°C
iile66. Teine pool organoididest oli vajalik negatiivse kontrollina kasutamiseks ning neid
organoide hoiti samadel tingimustel, kuid puhta DBB-ga inkubeerides. Organoide pesti 3x3
min 500 ul PBST-ga (PBS-Tween; PBS + 0,005% Tween 20®). Seejirel inkubeeriti koiki
organoide (kaasaarvatud negatiivseid kontrolle) fluorestsentsmérgisega sekundaarse
antikehaga (goat anti-rabbit Alexa 647, [A21245], Invitrogen, Thermo Fisher Scientific)
(lahjendatud DBB-s, ldppkontsentratsiooniga 4 pg/ml) 30 min toatemperatuuril. Alates
sekundaarse antikeha lisamisest hoiustati rakuplaati pimedas, et véltida fluorestsentsmolekulide
lagunemist, mis pdhjustaks fluorestsentsi signaali vdhenemist ja mojutaks tulemuste
usaldusvédrsust. Peale inkubatsiooni pesti organoide 3x3 min PBST-s. DNA vérvimiseks
inkubeeriti  organoide @ DAPI  (4’,6-diamino-2-feniililindool)  lahjenduses = PBS-is
(I6ppkontsentratsiooniga 2 pg/ml)toatemperatuuril, 10 min. Jargmise etapina pesti organoide
3x3 min PBS-is ja hoiustati rakuplaati pimedas, jahedas (4°C) kuni konfokaalmikroskoobiga

vaatamiseni.

2.2.4. Hobe-nanoosakeste siintees ja funktsionaliseerimine

Hobe-nanoosakesed siinteesitakse tippis- ja nanomeditsiini laboris, kasutades Lee ja Meiseli
poolt kirjeldatud tsitraadimeetodit (Lee & Meisel, 1982) ning funktsionaliseeritakse eelnevalt
optimeeritud viisil (Braun et al., 2014) (Tobi et al., 2021) (Simon-Gracia et al., 2021). Hobe-
nanoosakeste mérgistamiseks lisati 500 ul 40 nM AgNP lahusele PBST-s 5 ul 2 mM N-
hiidroksti-suktsiinimiid-funktsionaliseeritud fluorofoori CF555 (NHS-CF555; Sigma-Aldrich)
dimetiiiilsulfoksiidis (DMSO; Sigma-Aldrich); NHS-riihmad reageerivad vabade

aminorithmadega funktsionaliseeritud AgNP-de pinnal.

Saadud segu inkubeeriti pimedas temperatuuril 4 °C iile 66. Jirgmisel pdeval pesti osakesi 3
korda 500 pul PBST-ga, tsentrifuugides temperatuuril 4 °C kiirusega 3500 x g 10 minutit. AgNP-
de sademele lisati 500 pul PBST-d ja lahust sonikeeriti ultrahelivannis RK 52 (Bandelin
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Electronics). Seejérel lisati 500 pul AgNP-lahusele 10 pl 2 mM biotiniileeritud peptiidi
deioniseeritud vees; biotiniileeritud peptiid reageerib NeutrAvidini molekulidega AgNP-de
pinnal. Segu inkubeeriti 30 minutit toatemperatuuril, misjérel pesti AgNP-sid iihe korra 500 pl
PBST-ga, tsentrifuugides temperatuuril 4 °C kiirusega 3500 x g 10 minutit. AgNP-d filtreeriti
1dbi 0,2 um PVDF-membraaniga siistlafiltrite (Millipore) ja hoiustati pimedas temperatuuril 4

°C. Enne kasutamist sonikeeriti AgNP-lahust 2 minutit ultrahelivannis.

2.2.5. Hobe-nanoosakeste transfektsioon

Hobe-nanoosakeste internaliseerimise uurimiseks endomeetriumi organoididesse kasutati
umbes 6. pdeva organoide (iimberplaatimisest). Esmalt asendati 48-kaevulisel rakuplaadil
kasvusodde rakkude taastamise lahusega (Cell Recovery Solution, Corning) ning kraabiti pipeti
otsikuga Matrigeli tilk lahusesse. Seejdrel tdsteti kogu materjal timber 1,5 ml katsutitesse
(Nerbe Plus). Koiki proove inkubeeriti 1 h jdél, mille jooksul keerati Eppendorfe paar korda
aeglaselt iile kaane. Peale 1 h moodumist tsentrifuugiti 3 min, 300g, siis pesti organoide
baassdotmega ja lisati kasvusoddet. Iga organoidiliin jagati viieks grupiks, kuhu lisati: 1) AgNP
VAGTI peptiidiga 2) AgNP PL1 peptiidiga 3) AgNP iRGD peptiidiga 4) AgNP ainult biotiiniga,

ilma peptiidita (negatiivne kontroll) 5) negatiivne td6tlemata kontroll (UT; untreated).

Koiki hdbe-nanoosakesi sonikeeriti 1 min, et 10hustada potentsiaalsed seismisel tekkinud
agregaadid. Alates sellest katsepunktist hoiti kdiki proove stabiilselt pimedas. Kdiki AgNP
lisati 16ppkontsentratsioonini 0,6 nM. Seejérel inkubeeriti proove rotaatoril 0,2 ml PCR
katsutites temperatuuril 37°C, 3h. Jargmiseks tsentrifuugiti organoidid hetkeks
minitsentrifuugiga pohja, s6dde eemaldati koos mitte-seondunud hdbe-nanoosakestega ja
organoide pesti baassddtmega ja DPBS-iga (Dulbecco’s phosphate buffered saline; Thermo
Scientific), peale igat pesu sdilis 25 pl lahust, et organoidide morfoloogiat mitte kahjustada ja
neid pipetiotsikusse mitte tdmmata. Mittesisenenud nanoosakeste eemaldamiseks inkubeeriti
organoide soovituslahuse (Etching solution) 0,2 x lahjenduses DPBS-is, mis koosnes 200 mM
naatriumtiosulfaadist (Sigma-Aldrich) ja 200 mM kaaliumferritsiianiidist (Sigma-Aldrich)
PBS-is, suhtena 1:1, toatemperatuuril, 10 min. Seejérel tsentrifuugiti organoidid katsutite pdhja
japesti 3 x DPBS-iga. Raku tuumade visualiseerimiseks inkubeeriti organoide Hoechst 33342
tuumavérviga, loppkontsentratsiooniga 10 uM (Thermo Scientific) toatemperatuuril 15 min.

Seejarel pesti 3 x DPBS-iga.
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2.2.6. Konfokaalmikroskoopia

Peale hobe-nanoosakeste transfektsiooni tdsteti organoidid timber 8-kaevulisse klaaspdhjaga
pildistamiskambritesse (Thermo Scientific), igasse kaevu lisati DPBS-i. Tulemused
visualiseeriti ja pildistati konfokaalmikroskoobiga Zeiss LSM710 ning analiiiisiti kasutades

ZEN tarkvara.

Organoide hoiti stabiilselt pimedas ja nende visualiseerimiseks kasutati laseriga ergastamist:
AgNP CF555 mirgise puhul 561 nm, tuumavidrvide Hoechst ja DAPI puhul 405 nm ja

sekundaarset antikeha (goat anti-rabbit Alexa 647) visualiseeriti lainepikkusel 633 nm.

2.3. Tulemused

2.3.1. Organoidide moodustumine

Endomeetriumi patsiendiproovist (HUT 67) tekitatud organoidide moodustumist ja 3D
kultuuride muutumist jélgiti ajas valgusmikroskoobi abil. Fotod tehti erinevatel ajapunktidel
kolmest erinevast organoide sisaldavast Matrigeli tilgast, piilides jdddvustada iga rakuplaadi
kaevu sama positsiooni, et lihtsustada kultuuri muutumise hilisemat visuaalset hindamist.
Organoide pildistati kiilvamise pdeval (pdev 0) ning kolmandal, viiendal ja seitsmendal paeval
peale kiilvamist. Valgusmikroskoopia piltidelt (joonis 8) on ndha materjali hulga ning
organoidide diameetri ajast soltuvat suurenemist. Mida rohkem materjali algselt kiilvati, seda
rohkem organoide tekkis. Endomeetriumi organoidide seest 0dnes morfoloogia vastab

varasemalt kirjanduses kirjeldatule (Turco et al., 2017).

23



Paev O

Paev 3

Paev 5

Paev 7

Joonis 8. Valgusmikroskoobi pildid suureneva diameetriga endomeetriumi organoididest
(HUT 67) erinevatel ajapunktidel. Vasakult paremale on ndidatud n=3 erinevad Matrigeli tilgad
erinevates rakukultuuri plaadi kaevudes. Ulevalt alla on lisatud sama kaevu samast positsioonist
tehtud fotod, tuues vilja moddunud péevade arv alates kiilvamise hetkest. Mdotkava - 50 um

2.3.2. Organoidide epiteliaalne péiritolu

Organoidide epiteliaalset péritolu kontrolliti immuunohistokeemiliste meetoditega, kasutades
tslitokeratiin 8 vastast primaarset antikeha ja sellega seonduvat fluorestsentsméirgisega
sekundaarset antikeha. Tsiitokeratiin 8 on epiteeli rakkudes leiduv tsiitoskeleti valk.
Konfokaalmikroskoobi piltidel (joonis 9) on kuvatud tsiitokeratiin 8 vérvinguga organoidid
erinevatest organoidiliinidest ning vastavad negatiivsed kontrollid. Koigis organoidiliinides
ndhtav punane signaal pirineb primaarsele tsiitokeratiin 8 antikehale seondunud sekundaarselt
antikehalt ning kinnitab organoidide epiteliaalset péritolu ja sinine signaal esindab tuumavérv
DAPI-t. Selle katse tulemus koos eelmises peatiikis kirjeldatud organoidide eeldatava
morfoloogia ja eduka materjali hulga suurenemise kinnitamisega oli kontrollitud tehniline
eksperimentide korratavus. Sellega loeti endomeetriumi organoidide tekitamise tehnoloogia
edukalt tdppis- ja nanomeditsiini laboris iiles seatuks ning jétkati biopanga loomisega ka teiste

patsientide endomeetriumi koeproovidest.
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NEGATIIVNE KONTROLL TSUTOKERATIIN 8

HUT 50

HUT 57

HUT 60

HUT 64

HUT 71

Joonis 9. Konfokaalmikroskoobi pildid endomeetriumi organoididest n=5 (HUT 50, HUT 57,
HUT 60, HUT 64, HUT 71) kinnitavad epiteliaalset piritolu. Parempoolne veerg on
tsiitokeratiin 8 vastase primaarse antikehaga toddeldud ja selle signaal on normaliseeritud
vasakpoolse ilma primaarse antikehata negatiivse kontrolliga. Mddtkava — 200 um
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2.3.3. Hobe-nanoosakeste sisenemine

Hobe-nanoosakese sisenemise uurimiseks viidi 1dbi katse VAGI, PL1, iRGD peptiididega.
Negatiivseteks kontrollideks kasutati peptiidita AgNP, mille kiiljes oli vaid biotiini molekul ja
tootlemata kontrolli (UT), kuhu ei lisatud hdbe-nanoosakesi. Punane signaal tihistab sisenenud
hdbe-nanoosakesi (fluorestsentsmirgis CF555) ja sinine signaal rakutuumasid (tuumavérv
DAPI). AgNP sisenemist proliferatiivse faasi endomeetriumi organoididesse on niha (joonis 9)
koigi organoidiliinide pdhjal: iRGD sisenes HUT 50 ja HUT 57 liinidesse, PL1 sisenes HUT
57 ja HUT 60 liinidesse ja VAG1 sisenes HUT 50 ja HUT 57 liinidesse. Sekretoorse faasi
organoididesse sisenesid AgNP-d vastavalt: iRGD sisenes HUT 64 ja HUT 71, PLI sisenes
HUT 71 ja VAGI1 sisenes HUT 64 ja HUT 71 (joonis 10).
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HUT 50 HUT 57 HUT 60

uT

BIOTIIN

IRGD

PL1

VAG1

Joonis 9. AgNP sisenemine n=3 proliferatiivse faasi endomeetriumi organoididesse (HUT 50,
HUT 57, HUT 60). Joonisel on kujutatud iilevalt alla vastavate organoidiliinide katseid
tootlemata prooviga, AgNP biotiiniga, AgNP iRGD peptiidiga, AgNP PL1 peptiidiga, AgNP
VAGI peptiidiga. Sinine varv — DAPI; punane viarv — AgNP signaal; mdotkava — 200 pm
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HUT 64 HUT 71

Joonis 10. AgNP sisenemine n=2 sekretoorse faasi endomeetriumi organoididesse (HUT 64,
HUT 71). Joonisel on kujutatud iilevalt alla vastavate organoidiliinide katseid to6tlemata
prooviga, AgNP biotiiniga, AgNP iRGD peptiidiga, AgNP PL1 peptiidiga, AgNP VAGI
peptiidiga. Sinine virv — DAPI; punane védrv — AgNP signaal; modtkava — 200 um
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2.4. Arutelu

Inimese endomeetriumi uurimiseks on kasutatud 2D rakukultuure, kuid erinevalt 3D
kultuurisiisteemidest ei ole nad hormonaalselt mojutatavad. Lisaks on primaarsed epiteliaalsed
endomeetriumi rakud torksad iihekihilise rakukultuurina kasvama. Selle asemel pakuvad 3D
kultuurisiisteemid tépsemat ja tdetruumat mudelit endomeetriumi uurimiseks. 3D kultuuride
puhul on vdimalik uurida rakkudevahelisi interaktsioone, kudede omadusi ja haiguslikke
seisundeid. Uheks 3D endomeetriumi modelleerimise vdimaluseks on iseorganiseeruvate,
geneetiliselt stabiilsete endomeetriumi nddrmete epiteelirakkudest koosnevate organoidide
loomine. Organoididel on endomeetriumi mudelitest ainukesena in vivo endomeetriumi sarnane

nddrmeline struktuur, mistottu valiti see mudel kdesoleva bakalaureusetoo teostamiseks.

Organoidid tekitati patsientide endomeetriumi biopsiatest, neid kasvatati, kiilvati iimber ja
tulemusena loodi organoidide biopank, mis on vajalik, et teha erinevaid uuringuid ja
eksperimente edaspidi ilma et peaks iga katse puhul uue patsiendi koe hankima ja sellest
organoide kasvatama. Lisaks biopanga loomisele testiti organoidide peal -erinevate

kullerpeptiididega funktsionaliseeritud hdbe-nanoosakeste spetsiifilist sisenemist.

Tavapdraste ravimite, eriti nditeks keemiaravi ja kiiritusravi puhul on probleemiks nende
selektiivsuse puudumine silisteemsel manustamisel, mistdttu kahjustatakse lisaks haigetele
rakkudele ka normaalseid terveid rakke. Seepdrast on kujunenud uueks uurimissuunaks
sihtmirkrakkudele spetsiifiliste ravimite ja nende transportvektorite viljatootamine. Uheks
potentsiaalseks lahenduseks on faagidisplei abil leitud kullerpeptiidid, mis on spetsiifilised
sihtmédrk-koele ja seetottu vorreldes tavaliste siisteemsete ravimite manustamisega toovad kaasa
endaga vihem korvalmojusid. (Kapoor et al., 2012) Funktsionaliseeritud hobe-nanoosakesi on
uuritud ravimite kohaletoimetamise, haiguste diagnostika ja kuvamise valdkondades.
Hobedapohistel nanosiisteemidel on mitmeid eeliseid tavapéraste meetodite ees: parem
biosobivus, biolagunevus, spetsiifiline sihtimine ning selektiivsus, madal toksilisus ja korge
lokaalse kontsentratsiooniga kontrollitud ravimi vabanemine. (Rabiee et al., 2022) Hobe-
nanoosakesi saab vordlemisi kergesti silinteesida ja modifitseerida, mis vdimaldab nende
mérkimist kullerpeptiididega. Kullerpeptiidide abil on voimalik (ravi)molekule viia kindlatesse
kohtadesse organismis. Nende nanomddtmetes suurus voimaldab tungida tShusalt kudedesse
ning selle tulemusel akumuleerub ravim lokaalselt ja on vdimalik hoida madalat {ldist

kontsentratsiooni iilejdénud organismis.

Viimaste aastate jooksul on avaldatud mitmeid artikleid (Prasad et al., 2021 ; Mahapatra et al.,
2022), mis kisitlevad nanoosakeste ja organoidide iithendamise olulisust ja perspektiivi.

Nanoosakeste sisenemist organoididesse on varasemalt kirjeldatud néiteks kolorektaalvédhi
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pohjal, kus organoidid loodi kasvaja koest (McCarthy et al., 2021). Lisaks on varasemalt tehtud

hdbe-nanoosakeste tsiitotoksilisuse uuringuid aju organoidide pdhjal (Huang et al., 2022).

Siinses t60s uuriti varasemalt kirjeldatud peptiidide iRGD ja PL1 ja tappis- ja nanomeditsiini
laboratooriumi poolt leitud veel publitseerimata peptiidi VAG1 kasutusvdimalusi
endomeetriumi-spetsiifilise kullerina, negatiivseteks kontrollideks kasutati peptiidita AgNP,
mille kiiljes oli vaid biotiini molekul ja todtlemata kontrolli (UT), kuhu ei lisatud hdbe-
nanoosakesi. Biotiini kasutatakse AgNP-de puhul seetdttu, et biotiini (peptiidi kiiljes) ja avidiini
(AgNP Kkiiljes) interaktsioon on osutunud {iiheks tugevamaks ja tépsemaks selektiivseks
mittekovalentseks sidemeks (Bage & Kar, 2022). iRGD valiti iiheks katsetatavaks peptiidiks,
sest selle puhul on kindlaks tehtud voime spetsiifiliselt sihtida sihtmérgiks olevaid véhirakke
(1IRGD on véhiravi faas 2 kliinilistes katsetes) (Kang et al., 2020). PL1 peptiidi katsetati, sest
selle sisenemine on tdestatud nii in vitro endometrioosi rakukultuuridesse kui ka ndidatud ex
vivo seondumist endometrioosi kolletele (Simoén-Gracia et al, 2021). Peptiid VAGI on
uurimisjirgus ja veel publitseerimata kullerpeptiid, mis on téppis- ja nanomeditsiini
laboratooriumi poolt ex vivo faagidisplei meetodil tuvastatud, kasutades endomeetriumi ja

endometrioosi kudesid.

Sellest tulenevalt uuriti antud t66s, kas ja millised peptiidid on vdimeliselt spetsiifiliselt
endomeetriumi epiteelirakkudega seonduma ja organoididesse sisenema. Organoididesse
sisenevate peptiidide kindlakstegemine ja uurimine on oluline, et edaspidi saada veelgi
taipsemalt teada, kuidas organoidid reageerivad erinevatele stiimulitele, sealhulgas
hormoonidele, ravimitele voi toimeainetele ning vorrelda neid tulemusi eluskoega ja
traditsiooniliste ravimeetoditega. See aitab kaasa bioloogiliste mehhanismide paremale

moistmisele ning vdimaldab arendada tdhusamaid ravimeid ja diagnostikameetodeid.

Tehtud katsest selgus, et AgNP-d, mis olid funktsionaliseeritud peptiid iRGD-ga, sisenesid
koikidesse organoidiliinidesse (nii proliferatiivses kui ka sekretoorses faasis), peptiid PL1-ga
nanoosakesed sisenesid HUT 51, HUT 60 ja HUT 71 organoididesse ja VAGI peptiidiga
osakesed sisenesid organoidiliinidesse HUT 50, HUT 57, HUT 64 ja HUT 71. Seost

menstruaalfaasi ja hdobe-nanoosakeste sisenemise vahel ei leitud.

Kuna koik katsetatud peptiidid néditasid efektiivset spetsiifilist sisenemist organoididesse, voib
antud t60 edasiarendamiseks uurida organoide péris koele veel sarnasemalt, lisades teisi
endomeetriumi rakutiiiipe, niiteks stroomarakke. Organoidide ja stroomarakkude koos
kasvatamine ehk assembloidid kirjeldavad péritolukude fiisioloogilisemalt ja on seetdttu
usaldusvédrsemad mudelid ravimite testimiseks ja haiguste fenotiilipide jdljendamiseks

(Rawlings et al., 2021). Jargmisteks etappideks voib teha t66s kasutatud peptiididega
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funktsionaliseeritud hobe-nanoosakestega sisenemise katseid patoloogilistesse kudedesse nagu
nditeks endometrioos, mis on krooniline pdletikuline haigus, mida iseloomustab endomeetriumi
koe kasv viljaspool emakaddnt. Samuti vOib t00 edasiarendamiseks uurida efekti

loommudelites.
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KOKKUVOTE

Kullerpeptiidid ja hobe-nanoosakesed on perspektiivsed alternatiivid tavapirastele
diagnoosimis- ja ravimeetoditele, vdimaldades spetsiifilisemalt 1dheneda haiguskoldele. Hobe-
nanoosakeste omadustest tingituna on neil biotsiidne aktiivsus mikroobide vastu ja suur eelis
eelkliinilistes katsetes on see, et soovituslahusega on voimalik eristada rakkudesse seondunud

ja sisenenud osakesi.

Kéesolevas t60s on uuritud eelnevalt kirjeldatud efektiivsete kullerpeptiide iRGD, PL1 ning
tappis- ja nanomeditsiini laboratooriumi poolt avastatud seni veel publikatsioonides
kirjeldamata kullerpeptiidi VAG1 sisenemist endomeetriumi organoididesse, mis on
iseorganiseeruvad, geneetiliselt stabiilsed 3D kultuurisiisteemid ning meenutavad péritolukoe
morfoloogiat. Tulemused néitavad, et koik katsetatud peptiididega funktsionaliseeritud hdbe-
nanoosakesed on vdimelised teatud endomeetriumi epiteelirakkudega seonduma ja
organoididesse sisenema. Katsest ei selgunud, et nanoosakeste sisenemisel oleks seos
menstruaalfaasiga ega see, miks mone organoidiliini puhul sisenemist ei toimunud.
Kokkuvdttes tuleb kasutatud funktsionaliseeritud AgNP-dega katseid korrata t66 kdigus loodud
biopangas olevate organoididega, lisades sinna stroomarakke, mis loob fiisioloogiliselt

tapsemad ja seetdttu usaldusvédrsemad mudelid.
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SUMMARY

Homing peptides and silver nanoparticles are prospective alternatives to conventional
diagnostic and therapeutic methods, allowing for a more specific approach towards disease foci.
Due to the properties inherent in silver nanoparticles, they possess biocidal activity against
microbes. A significant advantage in preclinical experiments is the ability to differentiate
between silver nanoparticles bound to cells and those that have internalized, using an etching

solution.

In this study, the internalization of previously described effective homing peptides, iRGD, PL1,
and the homing peptide VAG1, discovered by the Laboratory of Precision and Nanomedicine
and not yet described in publications, into endometrial organoids was investigated. These
organoids are self-organizing, genetically stable 3D culture systems that resemble the
morphology of the original tissue. The results demonstrate that all tested silver nanoparticles
functionalized with peptides are capable of binding to endometrial epithelial cells and entering
the organoids. The experiment did not reveal any association between nanoparticle entry and

the menstrual phase, nor did it explain why entry did not occur in certain organoid lines.

In conclusion, it is necessary to replicate the experiments using the functionalized AgNPs with
the organoids stored in the created biobank, while introducing stromal cells. This will create

more physiologically accurate and, therefore, reliable models.
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