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»Glutamiini siintetaasi geeni valjaltlitamine hiina hamstri (Cricetulus griseus) munasarja

rakuliinis*

Hiina hamstri munasarja (CHO) rakke kasutatakse paljude terapeutiliste valkude tootmises.
TOhusa tootmisprotsessi tagamise suurim véljakutse on super-produtsent rakuliinide
isoleerimine heterogeensest populatsioonist, kus leidub nii kdrge kui ka madala tootlikkusega
rakke. Algne glutamiini siintetaasil baseeruv selektsioon pdhineb GS transgeeni kasutamisel
selektsioonimarkerina koos GS inhibiitoriga metioniin sulfoksimiin (MSX). Kirjanduse
andmetel vOivad endogeenset GS-i ekspresseerivad rakud omandada tolerantsuse MSX-i
suhtes, mis parsib selektsioonisusteemi tdhusust kdrge tootlikkusega rakuliinide saamiseks.
Endogeenset GS-i ekspresseeriva geeni valjalulitamine CHO rakuliinis aitab muuta super-
produtsent rakkude valimise efektiivsemaks, kuna selektsioonis jaavad ellu ainult rakud, milles
selektsioonimarker GS koos huvipakkuva jérjestusega on integreerunud aktiivselt
transkribeeritavasse lookusesse. Kédesoleva bakalaureuset6d eesmérk on luua valja lilitatud
glutamiini stintetaasi geeniga CHO rakuliin, mis oleks sobiv edasiseks stabiilsete super-
produtsent rakuliinide arendamiseks.

Marksdnad: CHO rakud, glutamiini siintetaas, CRISPR/Cas9, knockout

CERCS kood: B210 (Histoloogia, tstitokeemia, histokeemia, koekultuurid), B220 (Geneetika,

tsutogeneetika)

“Glutamine synthetase gene knockout in Chinese hamster ovary (Cricetulus griseus) cell

line”

Chinese hamster ovary (CHO) cells have become more popular for the manufacture of
therapeutic recombinant proteins. More efficient selection systems are required to improve
CHO cell line based protein production. Glutamine synthetase selection system has been used
with GS inhibitor methionine sulfoximine. In previous studies, it has been shown that CHO
cells have endogenous GS gene. They can also survive in high MSX concentrations making the
selection system inefficient. Adapting to MSX high concentrations makes it possible for cells
with lower protein productivity to survive. For more efficient CHO mediated selection system
glutamine synthetase knockout cell lines can be used. In this study we developed CHO GS
knockout cell line for more efficient way to isolate super-producer cells from cells with lower

productivity.
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KASUTATUD LUHENDID

Ab — antibiootikum

BER — lammastikaluste véljaldike reparatsioon (base excision repair)
BHK — hamstripoja neerurakud (baby hamster kidney)

Cas9 — CRISPR associated protein 9

CHO - hiina hamstri munasarja rakud (Chinese hamster ovary)

CRISPR — Klasterdatud regulaarsete vahedega lihikesed palindroomsed kordused
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat)

CrRNA — CRISPR RNA

DHFR — dihtidrofolaadi reduktaas

DSB — DNA kaheahelaline katke (double-Strand Break)

GOl — huvipakkuv geen (gene of interest)

gRNA — guide RNA

GS — Glutamiini slntetaas

HDR — homoloogiliselt suunatud parandus (homology-directed repair)
HRP — méadardika peroksidaas

1gG — Immuunglobuliin G

KO - Vidlja lulitatud (knockout)

MSX — metioniin sulfoksimiin

MTX — metotreksaat

NHEJ — mittehomoloogne DNA-otste ihendamine (non-homologous end joining)
PAM — protospacer adjacent motif

ZFN — tsinksdrme nukleaas (zinc-finger nucleases)

TALEN - transkriptsiooni aktivaatori sarnane efektornukleaas (transcription activator-like
effector nuclease)

TracrRNA — transaktiveeriv RNA

UTR — mittetransleeritav jarjestus (untranslated region)
Wt — metsiktip (wild-type)

WB — Western blot

T7El — T7 endonukleaas |



NSO — hiire mieloom

glul — Glutamaadi-ammooniumi ligaas (Glutamate-Ammonia Ligase)



SISSEJUHATUS

CHO rakud oma unikaalsete omaduste tottu on tiks pohilisi biofarmaatsiatddstuses kasutatavaid
imetaja rakuliine, millega toodetakse suurtes kogustes terapeutilisi rekombinantseid valke
(eelkdige monoklonaalsete antikehade, erinevate kasvufaktorite ja ensiimide) tootmiseks. Uks
olulisemaid etappe terapeutiliste valkude tootmises ning arenduses on stabiilsete super-
produtsent rakuliinide loomine. Rekombinantse valgu kdrge tootlikkus on vajalik tagamaks
piisaval hulgal materjali nii ravimite tootmiseks, prekliinilisteks kui ka Kkliinilisteks
katsetusteks. Peamine véljakutse super-produtsent rakuliinide arenduses on harvaesinevate
stabiilsete korge valgu tootlikkusega rakukloonide isoleerimine madala ekspressiooni tasemega
kloonide hulgast. See viib tihti vajaduseni labi analliisida sadu kuni tuhandeid individuaalseid
kloone, et identifitseerida soovitud tootlikkusega super-produtsent rakuliine, mis on aarmiselt
tdomahukas ja aegandudev protsess. Kdrge produktiivsusega rakukloonide isoleerimise edukus
sOltub eelkdige selektsioonitingimuste efektiivsusest. Selektsiooniga tuleb tagada, et
rekombinantse valgu ekspressiooni konstruktiga transfekteeritud rakukultuurist elimineeritaks
lisaks transfekteerumata rakkudele ka madala ekspressioonitasemega rakud. Rekombinantsete
CHO rakuliinide arendamisel rakendatakse metaboolset selektsioonisusteemi, mis pdhineb
metioniin sulfoksimiini abil glutamiini suintetaasi aktiivsuse inhibeerimisel, pohjustades seelébi
rakkude surma. SeetOttu selektiivsetes tingimustes j&d&vad ellu ainult need rakud, mis
ekspresseerivad piisaval hulgal selektsioonimarkerit ehk glutamiini slntetaasi, mille
ekspressioon on omakorda seotud huvipakkuva rekombinantse valgu omaga. Kuna CHO
rakkudes on endogeenne GS geen funktsionaalne, siis see v@imaldab osadel madala
tootlikkusega resistentsematel rakkudel ellu jaada isegi MSX-i juuresolekul (Sanders ja Wilson,
1984). See muudab korge tootlikkusega rakukloonide isoleerimise selekteeritud rakukultuurist
oluliselt t66- ja ajamahukamaks. Seega geneetiliselt muundatud CHO rakuliiniga, millel
puudub glutamiini slintetaasi aktiivsus tdnu GS geeni inaktiveerimisele, on GS-pdhise
selektsiooni efektiivsus suurem ning seetdttu ka super-produtsent rakuliinide arendamine

oluliselt t6husam.

Kéesolev bakalaureusetod on valminud biotehnoloogia ettevottes Icosagen Cell Factory OU
ning selle pdhieesmérk oli luua mittefunktsionaalse glutamiini siintetaasi geeniga CHO
rakuliin, mis oleks sobiv edasiseks stabiilsete super-produtsent rakuliinide arendamiseks.
Bakalauruset0o teoreetilises osas antakse (levaade terapeutiliste valkude tootmisest imetajate
rakuliinides ning CHO rakuliini omadustest. Eksperimentaalses o0sas kirjeldatakse
mittefunktsionaalse glutamiini suintetaasi geeniga CHO-S rakuliini arendusetappe.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Rekombinantsete valkude ja ravimite tootmine imetajarakkudes

Tanapéeval on terapeutilistel valkudel pdhinevate preparaatide meditsiiniline rakendamine
kasvav trend. Rekombinantsetel valkudel phinevaid ravimeid on arendatud mitmete haiguste
vastaseks vditluseks, sealhulgas kasvajate, autoimmuunhaiguste, nakkushaiguste ja geneetiliste
haiguste raviks (Lagassé jt., 2017). Terapeutilistel valkudel on oluline roll meditsiinisiisteemis
juba 1880. aastast, kui avastati esimene bakteri Corynebacterium diphtheriae vastane
antitoksiin Emil von Behringu poolt. Behringu avastatud vereseerum, mida kasutati difteeria
ravis, sisaldas antikehi, mis ei tapnud bakterit, kuid neutraliseeris bakteri toodetud toksiini.
Antiseerumist edasi vaktsiini valjatootamisel puutus Behring kokku bioloogiliste ravimite
tootmise takistustega, milleks on véike tootmismaht, inimorganismis tekkiv immuunvastus

ning preparaadi kvaliteedi kdikumine (Kaufmann, 2017).

Ka tanapéeval on bioloogiliste ravimitoostuse Uheks suurimaks valjakutseks tdhusa
tootmisprotsessi  tagamine. TOhususe tagamiseks on vaja korge tootlikkusega
ekspressioonisusteeme, mis sobivad kokku toodetavate molekulidega. Tootmiseks kasutatakse
erinevaid mudeleid alates bakteritest ja parmidest I6petades taime ning imetaja rakkudega.
Mikroorganismid on odavad ning Kiire kasvuga, kuid vajadus imetajarakkude jarele on pusinud.
Imetajarakkude eeliseks on post-translatsioonilised modifikatsioonid ning valkude pakkimine,
mis teevad toodetud biomolekulid inimorganismile vastuvOetavamateks ning tagavad nende

efektiivsuse haiguste vastases vditluses (Fan jt., 2013).

1.2 Hiina hamstri munasarja rakuliinid

Hiina hamstri (Cricetulus griseus) munasarja rakke (CHO) kasutatakse mudelorganismina
meditsiinilistes ja bioloogilistes katsetustes ning terapeutiliste valkude tootmises. Imetajate
rakke kasutatakse stabiilsete ning inimorganismile sobiva konformatsiooniga valkude

saamiseks, mida saab rakendada haiguste vastase ravi eesmargil.

CHO rakuliin arendati 1957. aastal Dr. Theodore Pucki laboris. Rakuliin saavutati 0,1 grammist
hiina hamstri munasarja koest (Wurm, 2013), kuid sellest ajast alates on CHO rakuliini pidevalt
edasi arendatud (joonis 1). Rakuliini arenduses voib eristada kolme peamist haru: CHO-K1,
CHO DHFR (dihiidrofolaadi reduktaas) mutandid ning CHO-S vedelkultuur (joonis 1). Uks
esimestest mutatsioonianaltiiisi 1abinud alamliinist, CHO-K1, arendati algsetest Pucki
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kloneeritud CHO rakkudest (Wurm, 2013). CHO-K1 rakuliinil puudub kromosoom, kus asub
gltsiini biostinteesiks oluline geen. See oli ka uUks esimesi samme selektsioonimetoodika
edendamiseks CHO rakuliinis.

Hiina hamster
(Cricetulus griseus)

Algne CHO rakuliin

(Puck, 1957)
CHO-K!I CHO pro3- (DHFR+) CHO variant
(Kao ja Puck, 1968) (Flintoff, 1976) (Tobey, 1962)
1 ]
|
CHO-MTX CHO-S
P CHO-DXBI11 DHFR mutant (Thompson, 1971)
CHO-KI1/SV (Casin, 1980ndad)

CHO-DG44 (DHFR-)
(Urlaub ja Chasin,
1983)

Joonis 1. CHO rakuliinide arendmise p6hisuunad. Hiina hamstri munasarja rakkudest arendas Puck
algse CHO rakuliini. CHO rakuliini on edasi arendatud kolmes suunas: 1) CHO-K1 (puudub gltsiini
biostinteesiks oluline geen), millest on edasi arendatud CHO-K1/SV, CHO-K1 (rakud suudavad kasvada
loomsete komponentide vabas sé6tmes) ning CHO-DXB11 (defektne DHFR geen). 2) CHO pro3-
(vajab kasvusodtmes proliini), millest on edasi arendatud DHFR-puudulikud mutandid. 3) CHO variant,
millest on arendatud CHO-S vedelkultuur. Sulgudes on margitud rakuliini arendaja ning aasta. Joonis
on kohandatud Lewis jt. (2013) jérgi.

Juba 1971. aastal arendati CHO-S rakuliin, mis on suuteline kasvama vedelkultuurina. CHO-S
rakuliin vGimaldab rakke kasvatada suurtes mahtudes ning sellega saadi tootmine viia
bioreaktoritesse (Lewis jt., 2013)

Selektsiooni metoodikate arengu markimisvaarseks nditeks on 1980ndatel CHO-K1st
arendatud CHO-DXB11, mis oli esimene laialdasema biotehnoloogilise rakenduse leidnud
CHO rakuliin. Selles rakuliinis oli deleteerunud DHFRi lookus ning teises lookuses oli
toimunud  missense  mutatsioon  (Wurm, 2013). DHFR  kodeerib  enstimi



dehidrofolaatreduktaas ning DHFR-puudulik rakuliin ei ole suuteline tetrahlidrofolaati
konverteerima dihudrofolaadiks, mis on oluline nukleiinhapete sunteesis ning raku
elutegevuseks hadavajalik (Jedrzejczak-Silicka, 2017). DHFR-puudulikud kultuurid ei ole
suutelised kasvama timidiini puudumisel, kui rakkudesse ei viida funktsionaalset DHFR geeni.
Transfekteerides DHFR geen koos huvipakkuva geeniga (gene of interest — GOI) on tdendoline,
et ellujg&nud rakkudes on lisaks DHFR-ile ka GOl genoomi sisenenud ning ekspresseerub rakus
(Wurm, 2013). CHO-DXB11 suurimaks puuduseks on juhuslikud muutused genoomis, mis

vOisid taastada DHFR aktiivsuse. Selle tulemusel ei ole selektsioonisiisteem optimaalne.

1983. aastal arendati CHO-DG44 rakuliin, mille eellaseks on CHO-pro3. CHO-pro3 n&ol on
tegemist kasvusodtmes proliini olemasolust s6ltuva rakuliiniga. CHO-DG44 rakuliinis on
mdlemad DHFR lookused deleteerunud (Molecular Devices). See muudab rakuliini
stabiilsemaks ning selektsioonisusteemi efektiivsust ei mdjuta genoomis toimuvad juhuslikud
mutatsioonid, mis DHFR aktiivsuse taastada voiksid. Tanu sellele leidis CHO-DG44 laialdast
kasutust biotoostustes. CHO DHFR ekspressioonisiisteem on (ks laialdasemalt kasutatud

imetajate rakuliin suuremahuliseks rekombinantsete valkude tootmiseks (Chusainow, 2009).

Vajadus uute selektsioonisusteemide jarele viis CHO-K1SV rakuliini arendamiseni. CHO-
K1SV rakuliini arendati ettevotte Lonza Biologics poolt ning tegemist on vedelkultuuriga, mille
puhul kasutatakse glutamiini suntetaasi (GS) p6Ghist selektsiooni. Nendes rakkudes
ekspresseerub ka endogeenne GS ning endogeense GS inhibeerimiseks kasutatakse so6tmes GS
inhibiitorit metioniin sulfoksimiin (MSX). Transgeenina sisseviidud GS ekspressioon, lisaks
endogeensele GS aktiivsusele, tagab raku ellujgdmise MSX juuresolekul, kuna enstimi

ekspresseeritakse piisavas koguses, et tletada MSX inhibeeriv m6ju (Edmonds jt., 2006).

Lisaks arendati CHO-K1-st ekspressioonistusteem, mille puhul saab rakke kasvatada keemiliselt
maadratletud loomsete komponentide vabas s66tmes. See aitab optimeerida tootmistingimusi, et
suurendada rakuliini tootlikkust ja lihtsustada rekombinantsete saaduste puhastamist (Crossley
jt., 2010).

Hiina hamstri munasarja rakkudel on mitmeid eeliseid teiste tootmisslisteemide ees. Jargnevad
omadused on peamised pdhjused, miks kasutatakse CHO rakke terapeutiliste valkude tootmises
ning omadused 1 kuni 4 on CHO suurimad eelised bakteri- ja parmikultuuride ees (Kim jt.,
2012):

1) need on suutelised kasvama suspensioon-vedelkultuurina, mis on ideaalne suuremahuliseks

tootmiseks;
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2) CHO rakkudega on madal risk potentsiaalsete patogeenide, néiteks viiruste,
ulekandumiseks inimesele.  Viiruste mitte levimise tagab piisav  erinevus
peremeesorganismide vahel,

3) CHO rakke saab kasvatada seerumvabas ja kindla keemilise koostisega so6tmes. See aitab
tagada ohutu ja standardiseeritud tootmisprotsessi;

4) imetaja rakuliinides esineb posttranslatsiooniline modifitseerimine, mis suurendab
tdendosust, et toodetud rekombinantsed valgud séilitavad oma aktiivsuse ka
inimorganismis.  Eriti  oluliseks  posttranslatsiooniliseks  modifikatsiooniks  on
glukoproteiinide glikostilimine, mis teeb CHO toodetud valgud inimestele sarnasemaks
kui seda on bakterites ja pdrmides toodetud valgud;

5) CHO on suhteliselt korge tootlikkusega, mida saab mdjutada rakuliini geneetiliste
modifikatsioonidega ning tootmistingimuste optimeerimisega;

6) Ameerika Uhendriikide Toidu- ja Ravimiamet (Food and Drug Administration FDA) on
andnud loa CHO rakuliinide kasutamiseks terapeutiliste valkude tootmiseks. CHO rakuliine
on kasutatud pea 50 bioloogilise ravimi tootmiseks, mille kasutamiseks on valjastatud luba
nii Ameerika Uhendriikides kui ka Euroopas (Pohl, 2020).

Esimene terapeutiline valk, rekombinantne koe-tulpi plasminogeeni aktivaator tPA toodeti
1986. aastal immortaliseeritud hiina hamstri munasarja rakkudes (Wurm, 2004). CHO kultuure
kasutatakse paljude farmatseutiliste valkude tootmiseks, mille hulgas on néiteks Epogen
(erutropoetiin), ENBREL (tuumornekroosifaktori-i inhibiitor, TNF inhibiitor) ja HERCEPTIN
(rinnavahi ravis kasutatav antikeha) (Jedrzejczak-Silicka, 2017).

1.3 Selektsiooni meetodid rakuliinide arendamisel

Uheks oluliseks eelduseks super-produtsent rakuliinide saamiseks on edukas selektsioon, mille
kaigus eraldatakse valku tootvad rakud mittetootvatest. Selektsiooniga madratakse genoomi
modifitseerimise edukus (Mortensen ja Kingston, 2009). Imetaja rakuliinide ekspressiooni
vektorid voOivad sisaldada selektsioonimarkereid, mille valik on véga lai. Suurt kasutust on
leidnud nii metaboolne kui ka antibiootikumidel (ab) pdhinev selektsioon (Strohl ja Strohl,
2012).

Ab selektsioon toimib, kui huvialuse geeniga viiakse genoomi ka antibiootikumi resistentsust
tagav marker. Transfekteeritud rakud, kuhu on resistentsust tagav geen (ja sellega koos

eeldatavalt ka lingitud huvipakkuvat valku ekspresseeriv geen (GOI)) genoomi integreerunud,
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jadvad ellu s66tmes, mis sisaldab antibiootikumi, kuid rakud, milles antibiootikumi
resistentsusgeen ei ole, hukkuvad. Antibiootikumidel pdhineval selektsioonil on mitmeid
puuduseid. Uheks miinuseks on selektsiooniprotsessile kuluv aeg, mis vdib ulatuda kuude
pikkuseks (Mortensen ja Kingston, 2009). Veelgi olulisem on, et enamusel antibiootikumide
pohistel selektsioonimarkeritel puudub heakskiit kasutamiseks terapeutiliste valkude
tootmiseks. POhjuseks on vdimalik horisontaalne geenillekanne mikroobidele, mille
tulemusena voib suureneda ravimresistentsete patogeenide levik (Mignon, jt., 2015).

Metaboolseks selektsiooniks kasutatakse rakule eluliselt olulisi metaboolseid radu. CHO
rakuliinides enim kasutatavad metaboolsed markerid on DHFR ja GS. Nende ensiimide
inhibeerimiseks kasutatakse spetsiaalseid kemikaale metotreksaat (MTX), mis inhibeerib
DHFRI ja MSX (GS inhibeerimiseks) (Lai jt., 2013).

1.4 Glutamiini stiintetaas selektsioonimarkerina

GS on mitokondriaalne ensutm (Blanco ja Blanco, 2017), mis katalutsib L-glutamaadi ja
ammooniumi konverteerimist glutamiiniks (Eelen, 2018). Glutamiini slintetaas kiirendab
peptiidsideme tekkimist ammooniumi ja glutamaadi vahele sidudes L-glutamaadi
karboksulrihma ja ammooniumi aminorihma (joonis 2). Reaktsiooni toimimiseks on vaja
aktivaatoriks divalentseid metalli ioone. In vivo on reaktsiooni aktivaatoriteks Mn?* vgi Mg?*.
GS biokeemiline rada on ATP (adenosiintrifosfaadi) sdltuv ehk reaktsioonienergia saadakse
ATP hidrollusist (Weatherburn jt., 2003).
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Joonis 2. Glutamiini suintetaasi biokeemiline rada. Joonisel on naidatud punasega L-glutamaadi
karboksutlrihm, ammoonium (NHs) ning glutamiini suntetaasi kataltiisitud glutamiini peptiidsideme
teke. Enstiimi GS aktivaatoriks on divalentne metalli ioon (Mg?*) ning reaktsioonienergia saadakse
adenosiintrifosfaadi (ATP) hudroltdsist.

Glutamiini stintetaas on leidnud laialdast kasutust kui metaboolse selektsioonimarker paremate
tootmisliinide saamiseks. Algselt kasutati glutamiini suntetaasil baseeruvat selektsiooni
rakuliinides, mille GS aktiivsus oli puudulik. NSO (hiire mieloomi) rakuliini, kus ei
ekspresseerunud GS, viidi koos huvialuse geeniga ka glutamiini suntetaasi selektiivne
markergeen. Selle tulemusel sai isoleerida transgeeni ekspresseerivad rakud glutamiinivaba

so6tmega.

GS pdhinevat metaboolset selektsiooni kasutatakse ka rakuliinides, kus on aktiivne GS geen
olemas. Sellised rakuliinid on naiteks CHO ja BHK (hamstripoja neerurakud). Varasemalt
kasutati GS geeni Uleekspresseerivaid rakuliine ning selektsiooniks rakendati GS inhibiitorit
MSX, mis on glutamaadi analoog ning see toimib GSi péarssivalt kinnitudes ensutimi glutamaadi
seondumise saiti (Fan jt., 2013). Geeni lisakoopia suurendab GS aktiivsust, mille tulemusena
ei avalda MSX pérssiv toime nii suurt moju rakule kuna GS ekspresseeritakse suuremas hulgas.
Ainult endogeense GSga rakud hukkuvad, sest nende valgu ekspressioon ei ole nii kdrge, et
vastu pidada MSX inhibitsioonile. MSX inhibitsioon on p&drdumatu protsess, mille kaigus
blokeerib MSX glutamaadi sisenemise enstitimi aktiivtsentri (Ronzio ja Meister, 1968). MSX-
il péhinev GS selektsioon on vdrdlemisi ebatdhus, kuna ka madala tootlikkusega rakud véivad
ellu ja&da kdrgete MSX kontsentratsioonide juures (Sanders ja Wilson, 1984).

Glutamiini suntetaasil baseeruvat selektsiooni aitab t6husamaks muuta endogeense GS
véljaltlitamine (Fan jt., 2013). Geeni valja lulitamiseks on arendatud mitmeid meetodeid, kus
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kasutatakse erinevaid nukleaase, néiteks tsinksdrme nukleaase (ZFN-e), transkriptsiooni
aktivaatori sarnaseid efektornukleaase (TALEN-e) vdi CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas9 (CRISPR associated protein) stisteemi (Fan jt.,
2013).

1.5 Hiina hamstri munasarja rakkude glutamiini stintetaasi glul geen

Glul (Glutamaadi-ammooniumi ligaas) geen on oluline, et organismis toota ensulimi nimega
glutamiini stintetaas. Hiina hamstri munasarja rakkude glul (UNIPROT ID: P04773) geen asub
5. kromosoomis, on umbes 7500 aluspaari pikk ning selles on 7 eksonit (UNIPROT). Valku
kodeeriv jarjestus algab 2. eksonis, mis kodeerib B-grasp domeeni, mis on oluline substraadi
seostumisel enstiimiga (Burroughs jt., 2007). Kataltiutilise domeeni kodeeriv jarjestus on 4.

eksonis.

1.6 Geeni valjalulitamine CRISPR-Cas9 meetodiga

CHO-S rakkude modifitseerimisel kasutasime CRISPR/Cas9 stisteemi. CRISPR on bakterite ja
arhede immuunsusteemi mehhanism, mis on kohandatud eukartiootide geenide to6tlemiseks
(Thurtle-Schmidt ja Lo, 2018).

CRISPR on ingliskeelne lihend, mis tuleb véljendist Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats ehk Kklasterdatud regulaarsete vahedega luhikesed palindroomsed
kordused. CRISPRIt kasutavad bakterid ja arhed kaitsemehhanismina sissetungiva véor-DNA
eest. CRISPR siisteem on prokartiootides adaptiivne immuunsus ehk organism omandab faagi
spacer regioonid elutstikli jooksul. Organismidel kokkupuutes patogeense DNA-ga j&éb
meelde, kes teda riindas ja kuidas vooras DNA edukalt h&vitada nii, et organismil suureneks

ellujagé@mise vdimalus (Barrangou, 2015).

2007. aastal néaitas Barrangou rihm, et Streptococcus Thermophilus suudab térjuda
bakteriofaage ehk bakterite viiruseid integreerides CRISPR lookusesse rindava viiruse
genoomi fragmendi. Tanu sellele aktiveerub bakteris mehhanism, kus lookused
transkribeeritakse ning genereeritakse véikesed crRNAd (CRISPR RNA). CrRNAsid saab
kasutada endonukleaaside suunamiseks sissetunginud DNA vastu. Eksonukleaasid tunnevad

voora DNA é&ra tdnu jérjestuse komplementaarsusele (Reis jt., 2014). Tundes dra DNA
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korduseid ja jarjestuses esinevaid mustreid suudab bakterite primitiivne immuunsussiisteem

meeles pidada viirusliku DNA jérjestusi (Fernandez, 2018).

Laboratoorselt on CRISPR siisteem laialdast kasutust leidnud selle suunatavuse, paindlikkuse,
suhtelise lihtsuse ja Kiiruse parast. Cas9 endonukleaas tekitab DNA-sse kaheahelalisi katkeid
(double stranded break - DSB), mida rakus parandatakse mittehomoloogse DNA-otste
uhendamisega (non-homologous end joining — NHEJ). NHEJ on veaohtlik ehk teeb palju vigu
ligeerimise kaigus, mis pdhjustab sihtmarkjarjestuses insertsioone ja deletsioone (indel
mutatsioone) (joonis 3A) (Lee jt., 2015). Indel mutatsioonid vdivad pdhjustada kodeeriva
jarjestuse raaminihkeid, mis héirivad normaalset translatsiooni ning muudavad geeni mitte
funktsionaalseks (Lee jt., 2015). Tegemist on toimiva meetodiga geenide suunatud

inaktiveerimiseks.

Lisaks tavaparastele kaheahelalistele katketele saab Cas9-ga tekitada ka uheahelalisi katkeid.
Sellistel Cas9 nukleaasidel on ainult tiks aktiivne domaan, mis saab I6igata DNA (hte ahelat.
Uheahelalisi katkeid parandatakse homoloogiliselt suunatud parandustega (HDR) v&i
lammastikaluste valjalGike reparatsiooniga (BER). HDR ja BER teevad vahem vigu kui NHEJ
ning tekitavad vaiksema tGen&osusega mutatsioone sihtmarkjarjestuses (Lee jt., 2015). Indel
mutatsioonide tekkimiseks tuleb eraldi mdélemale ahelale tekitada salk. Parandades kahte

uheahelalist katket vdib esineda vigu, mis viivad mutatsioonide tekkimiseni (joonis 3B).

Suuremaid deletsioone ja inversioone tekitavad kaks samaaegset kaheahelalist katket
genoomis, mis on parandatud NHEJ kaudu (joonis 3C). Translokatsiooni ehk
umberpaigutumise esile kutsumiseks tuleb tekitada DNA kaheahelalisi katkeid erinevatesse

kromosoomidesse, mis on samuti parandatud NHEJ kaudu (joonis 3D) (Lee jt., 2015).

DNA kaheahelalist katket saab parandada ka doonor DNA abil, kuhu on viidud transgeen.
Rakendades tapsemat DNA parandamise viisi HDR, saab doonor DNA transgeeni sisse viia vOi
korrigeerida genoomi kasutades doonor DNA jdrjestust (joonis 3E). Genoomi korrigeerimiseks
peab doonor DNA jdrjestus erineva genoomist, mida td6deldakse (Lee jt., 2015).

Uheahelaliste katkete parandamisel saab liihikesi insertsioone esile kutsuda kui kasutada
doonor DNAd, mis liidetakse NHEJ meetodil (joonis 3F). Katkete parandamine NHEJ meetodil
on paindlik. Samuti ei ole NHEJ meetod piiratud S ja G2 rakutsiikli faasidega nagu seda on
HDR (Huertas, 2010).
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Joonis 3. CRISPR/Cas9 rakendamine genoomi modifitseerimisel. Joonisel on ndidatud, kuidas
mittehomoloogse DNA-otste Uhendamisega (NHEJ) saavad geenis tekkida insertsioonid voi
deletsioonid (indel mutatsioonid) (A), suured deletsioonid ning inversioonid (C) ning translokatsioonid
(D). Homoloogiliselt suunatud parandustega (HDR) vdi lammastikaluste véljalGikereparatsiooniga
(BER) vdib tekkida samuti indel mutatsioone (B). Koos doonor DNA jéarjestusega saab HDR
mehhanismiga integreerida transgeeni voi korrigeerida genoomi (E). NHEJ parandus koos doonor DNA
jarjestusega v0ib tekitada vaikeseid insertsioone (F). Joonis on kohandatud Lee, jt (2015) jargi.

Seega saab CRISPR meetodit kasutada geeni kodeeriva jarjestuse muutmiseks. Kodeeriva
jarjestuse modifikatsioonidega vdivad tekkida mutatsioonid, mille tulemusena ei suuda rakk
soovitud valku ekspresseerida ning geen kaotab oma funktsionaalsuse ehk lulitub vélja. Iga
geenile tuleb disainida spetsiifilised crispr RNA (crRNA) molekulid, mis on 17 kuni 20

nukleotiidi pikkused (Wu jt., 2014). Eelistatud on suure spetsiifilisusega crRNA jarjestused.
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Molekulide spetsiifilisust aitab hinnata genoomis esinevate mittespetsiifiliste sihtmarkide (off-
target) arv, et vdhendada soovimatut moju teistele geenidele. Mittespetsiifilised sihtmérgid on
genoomis asuvad ning soovitud sihtmadrgile sarnased DNA jérjestused, kuhu gRNA (guide
RNA) voib samuti seonduda, mille tulemusel I8ikab nukleaas ka soovimatust genoomi
piirkonnast. Cas9 on ainus valk, mida on vaja sihtmarkjarjestuses DNA kaksikahelasse katkete
tegemiseks (Lee jt., 2015). Selleks, et Cas9 tunneks dra oma sihtmérk jarjestuse on vaja
méarklauaga komplementaarset jarjestust crRNAd ja PAM- (protospacer adjacent motif)
jarjestust, mis asub sihtmark-DNA jarjestuses crRNA seondumiskoha juures. PAMid on
luhikesed, spetsiifilisi motiive sisaldavad (antud t66s 3 nukleotiidi pikkused) jérjestused, mis
asuvad 3 — 4 nukleotiidi kaugusel 16ikekohast allavoolu suunal (Shah jt., 2013). TracrRNA
(transaktiveeriv RNA) koos crRNA moodustavad gRNA kompleksi, mis suunab Cas9 nukleaasi
sihtmérk DNA juurde (joonis 4).

tracrRNA

RNA tGithinemine

crRNA /W

guide RNA

arjestus

Sl
] S
: PAM gRNA
5 3
¥ PAM J
Cas9

Joonis 4. Genoomi modifitseerimine CRISPR/Cas9 mehhanismiga. Joonisel on tahistatud pruuniga
transaktiveeriv RNA (tracrRNA) ja punasega CRISPR RNA (crRNA), mille hinedes moodustub guide
RNA (gRNA) kompleks. Rohelisega on naidatud guide RNA jérjestus, mis on komplementaarne DNA
sintmérkjarjestusega. Sihtmarkjarjestusega seostunud gRNA on indikaator Cas9 endonukleaasile
sintmérkjarjestusse DNA kaheahelaliste katkete tekitamiseks. PAM-regioon, mis asub 3-4 nukleotiidi

allavoolu nukleaasi 16ikekohast, on nédidatud oranziga. Joonis on kohandatud Lee jt. (2015) jargi.
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Tekitatud katked parandatakse veaaldiste mitte homoloogiliste otste liitmisega (NHEJ) v&i vea
vaba homoloogilise otsese parandamise (HDR) abil. NHEJ korral voib tekitada indel kohti ehk
insertsiooni- vOi deletsioonimutatsioone. Indel kohad tekivad ligeerimise kaigus, kui DNA
ahelad on (Uksteisest eraldunud. Antud muutused jarjestuses vOivad tekitada
raaminihkemutatsioone, mis pdhjustavad kodeeriva valgujarjestuse ulatuslike muutusi ja geeni
funktsiooni téielikku kdrvaldamist. HDR-i ja homoloogsete kiilgnevate jarjestuste abil saab l1&bi
viia tdpset geenide modifitseerimist (Lee jt., 2015).

1.7 Tootmisrakuliinide arendamise té6etapid

Imetajatest parinevate rakkude, naiteks CHO-pdhise, tootmisliini arendamise pohietapid on
(joonis 5):

e Transfektsioon (Rekombinantne DNA viiakse rakkudesse)

Rakku viiakse ekspressioonivektor, mis sisaldab huvipakkuvat valku, mida soovitakse toota,
ekspresserivat geeni ning selektsioonimarkerit. Eeldatav transfektsiooni tulemus on jarjestuse
stabiilne integratsioon peremeesraku genoomi. Transfektsiooniks kasutatakse bioloogilisi
(viirusvektorid), keemilisi (positiivselt laetud osake kinnitub negatiivse raku membraaniga) voi
fldsikalisi meetodeid (nditeks elektrivalja rakendamisega DNA rakku sisestamist) (Kim ja
Eberwine, 2010).

e Selektsioon (Valitakse stabiilsed ja sihtmarkvalku tootvad rakud)

Isoleeritakse rakud, kuhu on integreerunud ja milles ekspresseerub selektsioonimarker ja

sellega koos eeldatavalt ka huvipakkuva valgu geen (Kirjanduse llevaade peatiikk 1.3).
¢ Kloneerimine ja selektsioon (Valitakse kdrge valgu ekspressiooniga rakud)

Rakukultuuri lahjendus voi Uksiku raku kloneerimine on vajalik kuna rakukultuuris v@ivad olla
erineva tootlikkusega rakud. Super-produtsentide selekteerimiseks on vajalik hinnata iga klooni
eraldi (Lai jt., 2013).

e Rakuliini iseloomustamine (Kirjeldatakse iga klooni stabiilsust ja tootlikkust)

Rakuliini iseloomustamisel saab kirjeldada rakukultuuri geneetilist stabiilsust ja valkude
ekspressiooni ehk tootlikkust.

e Rakkude sailitamine, taiendavad katsed
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Rakke sailitatakse pikaajaliselt biopankades lammastiku keskkonnas -196 °C juures.

Tdiendavalt teostatakse rakkudega katseid, et hinnata kloonide tootlikkust ning toodetud

rekombinantsete valkude kvaliteeti (Lai jt., 2013).
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Joonis 5. Imetajarakkudel p8hineva tootmisliini arendamise peamised etapid. Esimene etepp on

transfektsiooniga ekspressioonivektori sisestamine eellasrakuliini. Sellele jargneb selektsioon, millega

valitakse sihtmarkvalku ekspresseerivad rakud. Uksikkloonide analiiiisiks selektsiooni labinud rakud

kloneeritakse (néiteks piirlahjendusmeetodiga), et isoleerida thest rakust parinevad, e sihtmarkvalku

korgel tasemel ekspresseerivad kloonid. Valitud kloonidest paljundatud kultuurie paljundatakse.

Jargmiseks iseloomustatakse rakuliine nende geneetilise stabiilsuse ja valgu tootlikkuse jargi. Viimase

etapina séilitatakse rakuliin biopangas voi teostatakse tdiendavaid katseid. Joonis on kohandatud Lai jt.

(2013) jargi.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TO6 eesmargid

CHO rakud on laialdast kasutust leidnud terapeutiliste rekombinantsete valkude tootmises ning
jatkuvalt on pusiv vajadus stabiilsete super-produtsent rakuliinide jarele. Uheks suurimaks
valjakutseks biomolekulide tootmises ja arendamises on koérge tootlikkusega kloonide
eraldamine madalama valgu tootlikkusega rakkudest. Super-produtsent arendamine on
aegandudev ja tdbmahukas protsess, kuna kdrge tootlikkusega rakukloonide isoleerimiseks

tuleb analtiisida mitmeid tuhandeid kloone.

Ké&esoleva bakalaureusetod pdhieesmark oli luua mittefunktsionaalse glutamiini slintetaasi
geeniga CHO GS KO (knockout) rakuliin, mis muudaks stabiilsete super-produtsent rakuliinide

arendamise oluliselt efektiivsemaks. Selle saavutamiseks keskenduti jargnevatele punktidele:

e sihtmarkjarjestus spetsiifilist gRNA-de disainimine,

e véljalulitatud glul geeniga kloonide eraldamine metsiktlipi rakkudest ja
monoklonaalsete rakuliinide saamine,

e véljalulitatud glul geeniga monoklonaalsete kloonide genotiiubi ja fenotudbi

iseloomustamine.

CHO GS geeni vigastamiseks kasutati CRISPR/Cas9 slisteemi ning enne rakkude kloneerimist
kontrolliti gRNA/Cas9 valgu indutseeritud mutatsioonide esinemist sihtmark jérjestustes,
rakendades T7 endonukleaas | pdhist mutatsioonide detekteerimise analliisi. KO rakuliinide
monoklonaalsuse saavutamiseks kasutati piirlahjendusmeetodit. Valjavalitud CHO GS KO
kloonide genotiibi kirjeldamiseks kasutati poliimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) ja Sangeri

sekveneerimist ning fenotilbi iseloomustamiseks Western blot meetodit.
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2.2  Materjal ja metoodika

2.2.1 gRNAdisain

Valjaltlitatud glutamiini  stntetaasiga ehk knockout rakuliin saadi CRISPR/Cas9
mehhanismiga. gRNA-de disainimiseks kasutati NCBI (National Center for Biotechnology
Information) andmebaasi hiina hamstri glutamiini stntetaasi (glul) geenijérjestust (Gene ID:
100764163) (NCBI). Kasutades Tefor Crispor (Crispor) ja Synthego CRISPR Design Tool
(CRISPR design tool) veebiprogramme disainiti 20 aluspaari pikkused gRNA jarjestused, mille
sobivust hinnati kasutades Synthego Verify Guide todriista (Verify design guide tool). gRNA-
de disainimisel jalgiti jarjestuse paiknemist genoomis (sihtmarkjarjestus peab olema kodeerivas
alas), PAM regioonide asukohta ja gRNA v0@imalikke ebaspetsiifilisusest tulenevaid
kdrvalekaldeid sintmérkjarjestuses, mis vbivad mdjutada raku elutegevuseks olulisi geene (off-

targetid). LOput6os kasutati tabelis 1 vélja toodud gRNA-sid.

Tabel 1. To6s kasutatud guide RNAd (gRNA). Tabelis on néidatud glutamiini sintetaasi
valjalilitamiseks kasutatud gRNA-de sihtmark jarjestused, ekson, milles gRNA sihtmérk asub ning

PAM-regioon.
Guide RNA Sihtmark jarjestus Ekson PAM regioon
KO1 AATGTACTTGTGCCTGCCCC 2. ekson AGG
KO 2 UAUAUCUGGGUUGAUGGUAC 2. ekson CGG
KO 9 GAACAGGAGUAUACUCUGAU 4. ekson GGG
KO 10 GCACTCGTGTAAACGGATAA 4. ekson TGG

2.2.2 Rakuliinid ja s66tmed

T60s kasutati suspensioonikultuuris kasvavat hiina hamstri munasarja rakuliini CHO-S
(Invitrogen). Rakke kasvatati 293 SFM 11 (Gibco) ja CD CHO Medium (Gibco) s66tmete segus
1:1 (QMix s066de). S6otmele lisati GlutaMax’i (Gibco) I6ppkontsentratsiooniga 8 mM, kui ei
ole t66s vélja toodud teisiti. lga 2 — 3 pdeva jarel maarati hemotstutomeetri abil rakukultuuri
tihedus ja elumus ning lahjendati rakke tiheduseni 3-5x10° elusat rakku milliliitris. Elusate ja
surnud rakkude eristamiseks varviti rakke 0,4%-lise tripaansinisega (Gibco). Rakke kasvatati
Kihneri orbitaalloksutil 110 rpm 37°C ja 8% CO sisalduse juures.

21



2.2.3 gRNA/Cas9 ribonukleiinkompleksi ~ moodustamine  ja  transfektsioon

elektroporatsiooni meetodil

Ribonukleiinkompleksi moodustamiseks lahustati rehiidreeritud gRNAd nukleaasivabas vees
ning moodustati gRNA/Cas9 kompleks suhtega 9:1. Cas9 lahjendati 0,7 uM’ni ning gRNA
segu 6 uM’ni DMEM (Gibco) s66tmes. Kompleksi moodustamiseks inkubeeriti proove 10

minutit toatemperatuuril.

Eelmisel paeval eksponentsiaalses kasvufaasis olevatesse CHO-S rakkudesse elektroporeetiti
moodustatud ribonukleoproteiinkompleks. Uheks transfektsiooniks kasutati 3x10° rakku, mis
tsentrifuugiti pdhja 5 minutit 200g 20 °C juures ning suspendeeriti 146 ul DMEM s66tmes.
Elektroporatsiooni kilvetti pipeteeriti 250 pl rakususpensiooni koos gRNA/Cas9 kompleksiga.
Transfektsiooniks kasutati BioRad Gene Pulser Il elektroporaatorit pingega 230 V ning
mahutavusega 975 HF. Transfekteeritud rakud suspendeeriti varskes sodtmes, kanti dle
tsentrifuugi tuubi ning tsentrifuugiti 200 g 20 °C 5 minutit. Pdhja tsentrifuugitud rakkudelt
aspireeriti s6ode, rakusade suspendeeriti varskes QMix sodtmes ning rakud kilvati tihedusega

1x10° rakku milliliitris 16ppruumalaga 3 ml 6-stivendiga koekultuuri plaadile.

2.2.4 CHO rakkude lutsimine Hot Shot meetodil

48 tundi peale transfektsiooni koguti 3,5x10° rakku tsentrifuugides 5 minutit 200 g 20 °C p6hja.
Rakkudele lisati 75 pl vérsket aluselist ltusipuhvrit (10 M NaOH, 0,5 M EDTA pH 8, dH20)
ning proove inkubeeriti PCR masinas (Mastercycler Nexus, Eppendorf) 30 minutit 95 °C juures
ning seejarel 15 minutit 4 °C. Proovid eemaldati PCR masinast koheselt peale programmi 16ppu
ning proovidele lisati 75 pl neutralisatsiooni puhvrit (40 mM Tris-HCI) ning segati
ettevaatlikult pipeteerides (Truett jt., 2000).

2.2.5 T7 endonukleaas | analiiiis

CRISPR/Cas9 susteemi indutseeritud mutatsioonide esinemist hinnati transfekteeritud
rakukultuuri analGusimisel T7 endonukleaas | meetodi abil (Guschin jt.,, 2010). T7
endonukleaasseks analliusiks voeti 2 pl rakuliisaati, mis mis valmistati Hot Shot meetodiga
(materjal ja metoodika, peatiikk 2.2.4) rakkudest 48 tundi pérast transfektsiooni. Kasutades

PCR-reaktsiooni, amplifitseeriti gRNA-de sihtmaérkjarjestusi sisaldavad DNA piirkonnad,
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kasutades selleks tabelis 2 valja toodud PCR praimerite jérjestusi ning Phusion High-Fidelity
PCR komplekti (Thermo Scientific) ning PCR reaktsioonisegu valmistamisel ja reaktsiooni
labiviimisel jargiti tootja poolt soovitatud tooprotokolli. PCR-saaduseid analudsiti, kasutades
agaroos-geelelektroforeesi. Saadused puhastati, kasutades komplekti Zymoclean Gel DNA
Recovery Kit’i (Zymo Research). Etiidiumbromiidiga vérvitud PCR-saadus 10igati geelist
valja ning tosteti 1,5 ml tsentrifuugi tuubi. Lisati 3 mahtu agaroosi lahustavat reagenti ning
inkubeeriti 55 °C juures 5-10 minutit; seejarel kanti lahus kolonnile, mis oli asetatud
kogumistuubi. Kolonni tsentrifuugiti 60 s 14 000 x g juures. kolonnist labi tulnud vedelik
eemaldati ning kolonnile seondunud DNA-d pesti pesemispuhvriga, tsentrifuugides kolonni 30
s, 14 000 x g. Pdrast pesemispuhvri jadkide eemaldamist lisati DNA elueerimispuhver ning
kolonni tsentrifuugiti 60 s, 14 000 x g. Puhastatud DNA kontsentratsioon madarati
spektrofotomeetriliselt neeldumise jargi 260 nm juures, kasutades seadet NanoDrop One
(Thermo Fisher).

T7 endonukleaas | analiilis teostati 20 pl-s ning the reaktsiooni kohta kasutati 200 ng
puhastatud PCR produkti, 2 pl 10x NEBuffer 2 puhvrit ning 10 U T7 endonukleaas | (New
England Biolabs). Enne T7 endonukleaas | lisamist reaktsioonisegusse denatureeriti PCR
fragmendid ning seejdrel ,.taassulatati“ (inlgise keeles reannealing) need, kasutades selleks
jargnevat termotsukleri (Mastercycler Nexus, Eppendorf) programmi: 95 °C 5 min, jahtub -2
°C/s 85 °C’ni, jahtub -0.1 °C/s 25 °C’ni ja seejérel jahutati proovid Kiiresti 4 °C’ni. Koheselt
lisati reaktsioonisegusse T7 endonukleaas | ja inkubeeriti 37 °C juures 15 minutit. Parast seda
pandi proovid j&éle ning reaktsioon peatati 2 pl 0,25 M EDTA lisamisega. Proove analudsiti
1,8% agaroosgeelil.

Tabel 2. Toos kasutatud praimerid. Tabelis on vélja toodud t66s kasutatud praimerite nimetused,
jarjestused, kas tegemist on périsuunalise (forward - F) voi pédérdsuunalise (reverse - R) praimeriga
ning nende seondumiskoht glul geenis. Metsiktudpi geenil amplifitseeritava PCR-produkti suurused on

naidatud aluspaarides (bp).

. . Produkti | Seondumis-
Nimetus Jarjestus
suurus koht

cGS_EX2_R2 | 5 GGGTTGGCTAGGTTAGCAATACTC 3'

705 bp Ekson 2
cGS_EX2 F2 5' AGCTACACAGAAACCGTGTCTC 3

cGS_EX4 R2 | 5 AGGAGGCTAGGTCTTTCCTCTTTG 3

714 bp Ekson 4

m| O M| O

CGS_EX4_F2 | 5 GCGTGCAGATAGGATGAACACTTG 3
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2.2.6 CHO rakkude kloneerimine

Kloneerimise eesmark oli saada monoklonaalne CHO-S GS KO. Selleks kilvati valjavalitud
gRNA/Cas9 ribonukleiinkompleksiga transfekteeritud rakukultuur 48 tunni moéddudes 96-
stvendilisele koekultuuri plaatidele piirlahjenduse meetodil (tihe stivendi kohta umbes 1 rakk).
Kloneerimiseks kasutati 80% varsket QMix s6ddet ning 20% konditsioneeritud QMix s6ddet.
Konditsioneeritud séode saadi CHO-S rakuliini kasvatamisel tiheduseni 4x10° rakku/ml, mis
seejarel tsentrifuugiti 1000 g 16°C juures 30 minutit ning koguti rakukultuuri supernatant.
Kloone kasvatati termostaatkapis 37 °C ja 8% CO- sisalduse juures kuni rakukultuurid olid
saavutanud 80-100% konfluentsuse.

2.2.7 CHO-S GS KO kloonide skriinimine

Kui rakukloonid olid saavutanud 80-100% konfluentsuse 96-suvendilistele koekultuuri
plaatidel, jagati rakud kaheks — neid kasvatati 48-suvendilistele koekultuuri plaatidel
paralleelselt 8 mM GlutaMax’i (Gibco) sisaldavas sodtmes voi GlutaMaxita QMix s66tmes
kasvatusruumalas 300 ul. Rakke kasvatati Kuhneri loksutil 110 rpm 37 °C 8% CO: juures seitse
paeva ning kloonid, mis ei kasvanud vdi mille kasv oli pérsitud glutamiini juuresolekuta, tdsteti
6-stivendilistele plaatidele (kasvatusruumalani 2 ml). Rakukloone kasvatati viis pdeva ning
seejarel viidi labi teine skriining, kus rakukultuur jagati kaheks ning kasvatati paralleelselt
glutamiiniga ja glutamiinita QMix s66tmes. Rakukultuurid, mis seitsme péeva parast glutamiini

juuresolekuta ei kasvanud, valiti vélja edasiseks iseloomustamiseks.

2.2.8 Mutantsete kloonide molekulaarne iseloomustamine

Valitud kloonide genoomne DNA eraldati Hot Shot meetodil (Materjal ja metoodika, peatiikk
2.2.4) ning kasutades PCR meetodil amplifitseeriti ekson 2 ja 4 gRNA-de sihtmarkjarjestusi
sisaldavad DNA piirkonnad, kasutades tabelis 2 véljatoodud PCR praimereid. PCR’il kasutati
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific) ning programmi ja
reaktsioonisegu valmistamisel jargiti tootja poolset protokolli (ThermoScientific, 2020). PCR
produktid kloneeriti tompide otstega kloneerimisvektorisse pJET1 kasutades CloneJET
kloneerimiskomplekti (Thermo Scientific). Kloneerimisel jargiti tootja poolset protokolli
(Thermo Sientific, 2019). Mutatsioonide kirjeldamiseks sekveneeriti iga rakuklooni kohta kuus
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kuni neliteist sBltumatut bakteriklooni, kasutades Tartu Ulikooli Eesti Biokeskuse tuumiklabori

sekveneerimisteenust.

2.2.9 Western blot (WB) analliUs

Glutamiini suntetaasi valgu ekspressiooni hindamiseks kasutati Western blot meetodit. Et
analliusitavad proovid sisaldaksid ligikaudselt vordset kogust totaalset valku, loeti enne
valguanalutsi hemotsitomeetri abil rakud. Vordne kogus rakke tsentrifuugiti pdhja 200 g
juures 5 minutit ning rakud ladsiti 2x Laemmli puhvris (100 mM Tris-HCI pH 6.8, 200 mM
DTT, 4% SDS, 0,2% broomfenoolsinine, 20% gliitserool). Liisaate inkubeeriti 100°C juures 10
minutit ning tsentrifuugiti 11 000 g 10 minutit. 70 000 raku ltsaat lahutati geelelektroforeesil
10% SDS-poliakrutlamiidgeelis. Geelis olevad valgud kanti 0,45 pum poori 1abimdoduga
PVDF filtrile Immobilon (Millipore) SemiDry puhvris (48 mM Tris, 39 mM gltsiin, 0,037%
SDS, 20% etanool) poolkuivas tlekande aparaadis (BIO-RAD Trans-blot SD) pingel 15 V 25
minuti jooksul. Filtrit blokeeriti 5% IGssipulbri ja ja 0,1% Tween20 PBS-lahuses ks tund.
Seejarel inkubeeriti filtrit tund aega 2% IGssipulbri ja 0,1% Tween20 PBS-lahuses spetsiifilise
glutamiini stintetaasi vastase antikeha (lahjendus 1:5000) (ab49873) juuresolekul. Jargmisena
pesti filtrit 3x15 minutit pesulahusega (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 0,1%
Tween20), millele jargnes filtri inkubeerimine perokstidaasiga konjugeeritud kuauliku 1gG-
vastase antikehaga (lahjendus 1:6000) (abcam) 2% wi/v 1ssipulbri ja 0,1% Tween20 PBS-
lahuses 1 tunni jooksul. Filtrit pesti 3x5 minutit pesulahuses (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 0,1% Tween20) ning signaali detekteerimiseks kasutati TMB lahust (TMB Solution I,
Biopanda Diagnistics)
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2.3  Tulemused ja arutelu

Korge tootlikkusega produtsentrakuliinide isoleerimise  edukus soltub  eelkdige
selektsioonitingimuste efektiivsusest, mis tagavad ainult kdrge produktsioonivéimega rakkude
ellujgdmise. Rekombinantsete CHO rakuliinide arendamisel rakendatakse laialdaselt
metaboolset GS selektsioonististeemi. Metsiktutpi CHO-S rakuliin suudab endogeense
glutamiini slinteesivbime abil kasvada ka glutamiinita s66tmes. Endogeense GS mdoju
vahendamiseks kasutatakse rakkudes GS aktiivsust inhibeerivat thendit MSX, muutes seel&bi
rakkude ellujgdmise eksogeensest glutamiini suntetaasist soOltuvaks. Endogeense GS
ekspressiooni tottu jadvad Kirjeldatud selektsioonitingimuste juures ellu ka madala
tootlikkusega rakud ning lisaks mdjutab see rekombinantse rakuliini stabiilsust. Kirjanduse
pdhjal vdib véita, et mdningad resistentsemad CHO rakud on véimelised ellu ja&@ma isegi kuni
5 mM MSX-i juuresolekul (Sanders ja Wilson, 1984). Osadel juhtudel on ka taheldatud, et
rakkude selektsioonil negatiivse kontrollina (plasmiidse DNA-ta transfekteeritud rakud)
kaasatud kultuur on v@imeline pikema aja moddudes adapteeruma rutiinselt kasutatava MSX-i
kontsentratsiooni (50 pM) juures (Fan jt.,, 2011) (Fan jt.,, 2013). MSX tolerantsuse
vdhendamiseks ei ole sobiv lahendus lihtsalt MSX kontsentratsiooni suurendamine
selektsiooniefektiivsuse parandamiseks, kuna see mdjub negatiivselt rakkude kasvule.

Kéesoleva bakalaureusetod eesmark oli GS pohise selektsioonisusteemi efektiivsuse
parandamine lilitades vélja CRISPR/Cas9 tehnoloogia abil metsiktutpi CHO-S rakuliini GS
geen. Glutamiini suhtes auksotroofne GS KO rakuliin muudab kdrge tootlikkusega
rekombinantsete  rakuliinide arendusprotsessi margatavalt tGhusamaks. Tugevama
selektsioonisurve tottu jadvad teoreetiliselt ellu ainult kérge GS ekspressioonitasemega rakud,
kus eksogeenne GS geen koos huvipakkuva rekombinantse valgu DNA-jérjestusega on
integreerunud CHO genoomi transkriptsiooniliselt aktiivsesse piirkonda.

2.3.1 Guide RNA-de valimine

CRISPR/Cas9 silisteem on laialdaselt kasutatud téoriist genoomi muutmiseks. See siisteem

hdlmab RNA-suunatud endonukleaasi Cas9 ja sihtmargi suhtes spetsiifilise jarjestusega guide

RNA-d (gRNA). Endonukleaasse aktiivsuse avaldumiseks on vajalik ka, et sihtmérkjarjestusele

jargneks lihike, kanooniline 3 — 6 nt pikkune protospeisseriga kiilgnev motiiv (protospacer

adjacent motif — PAM). Esmalt seondub gRNA Cas9-ga ning, gRNA ja sihtmargi spetsiifilise

paardumise kaudu, suunab gRNA jarjestus kompleksi sihtmarkjarjestusele genoomis. Seejarel
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teostab Cas9 katkestuse sihtmarkjérjestuses. Tapselt suunatud muutuste tegemiseks peab
kasutama sihtmarkjarjestusele spetsiifilist guide RNA jarjestust, millel on minimaalselt
potentsiaalseid (mittespetsiifilisi) seondumiskohti valjaspool seda, et valtida soovimatuid
(lisa)muutusi. Geeni valjalulitamiseks peab sihtmarkjérjestus asuma valku kodeerivas

piirkonnas ning eelistatavalt pigem selle alguses.

Antud t66s oli eesmérk CRISPR/Cas9 siisteemi abil teostada CHO-S rakkude glul geenis, mis
kodeerib enstumi glutamiini slntetaas, sellised muutused, mis lllitavad geeni vélja ehk
korvaldavad rakkudes GS-i aktiivsuse. Selle saab teostada, viies naiteks kodeerivasse
jarjestusse sisse raaminihke, deletsiooni, insertsiooni. CHO glul geen on 7.5 kb pikkune, mis
paineb 5. kromosoomis ning sellel on seitse eksonit (Kirjanduse Ulevaade, peatiikk 1.5).
Kasutades avalikult kéttesaadavaid veebiprogramme Tefor Crispor (Crispor) ja Synthego
CRISPR Design todriista (CRISPR design tool) kaardistati eeldatavalt kdrge edukusega ja
PAM-jarjestusega gRNA-d, millel on minimaalselt mittespetsiifilisi seondumiskohti véljaspool
glul geeni ning tuvastati vdimalikud ebaspetsiifilisteks sihtmarkideks olevad geenid. Esmalt
kaardistati 10 kdrgeima skooriga kandidaat-gRNAd, mille jarjestused on valja toodud tabelis
1 (Materjalid ja metoodika, peatikk 2.2.1).

Lopliku gRNA valiku aluseks oli sihtmarkjarjestuste paiknemine kodeerivas alas ning
vOimalike mittespetsiifiliste seondumiskohtade arv ja olemus. Esmalt jéeti véalja valgu C-
terminust kodeeriva 7. eksoni spetsiifilised gRNA-d KO6 ja KO7, kuna muutused valgu véga
C-terminaalses piirkonnas ei pruugi tagada GS ensltimaatilise aktiivsuse téielikku kadumist.
Ldpuks valiti siinteesimiseks valja neli gRNA-d, mille sihtmargid on 2. eksonis, mis (ihtlasi on
esimene valku kodeeriv ekson (KO1 ja KO2), ning 4. eksonis (KO9 ja KO10) (joonis 6).
Tuginedes teadaolevale valgujérjestusele ja homoloogsete valkude struktuurianaliiisile, vois
eeldada, et jarjestuse rikkumine (nditeks raaminihe) nendes alades tagab, et

translatsioonisaadusel puudub glutamiini slintetaasi aktiivsus.
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Joonis 6. CHO glutamiini stintetaasi geen (umbes 7,5 kb). CHO GS geenis on seitse eksonit (EX).
Toos kasutatavad glutamiini stintetaasi (glul) geeni vigastamiseks valitud gRNA-de KO1 ja KO2
sintmérkjarjestused asuvad teises eksonis (EX2) ning KO9 ja KO10 sihtmarkjarjestused asuvad

neljandas eksonis (EX4). Teise ja neljanda eksoni asukoht on jérjestusel margitud sinisega.

2.3.2 CRISPR/Cas9 meetodi edukuse hindamine T7 endonukleaasse anallilisiga

Glutamiini suintetaasi geeni vigastamiseks viidi CHO-S rakkudesse elektroporatsiooni meetodil
Cas9 valgumolekulide ja erinevate gRNA-de vahel moodustunud ribonukleiinkompleksid
(Materjal ja metoodika, peatiikk 2.2.3). GS geeni vigastamise t6endosuse suurendamiseks
kasutati Uhe transfektsiooni korral kahte, nii 2. kui ka 4. eksoniga seonduvat gRNA-d.
Vdimalikke transfekteeritavaid kombinatsioone oli kokku neli: KO1 ja KO9, KO1 ja KO10,
KO2 ja KO9 ning KO2 ja KO10. Enne rakukultuuri tksikuteks rakkudeks kloneerimist
kontrolliti disainitud gRNA-de funktsionaalsust T7 endonukleaas | (T7EI) analuitsi abil. Uhest
rakust alguse saanud (monoklonaalne) GS-defektsete rakukloonide isoleerimine ning
iseloomustamine on darmiselt aja- ja téomahukas protsess ning antud analliis vdimaldab
hinnata CRISPR-Cas9 susteemi indutseeritud mutatsioonide esinemist sihtmérk-DNA
jarjestuses. T7EI omab aktiivsust tekitada tiheahelalisi DNA katkeid mittepaardunud alas (kaks
vOi enam aluspaari (Vouillot jt., 2015). Seega, kui funktsionaalse gRNA-Cas9 kompleksiga
transfekteeritud heterogeensest rakukultuurist eraldatud genoomselt DNA-It sihtméarkjérjestust
sisaldav regioon PCR meetodil les amplifitseerida ning saadud fragmendid denatureerida ja
seejarel ,,kokku sulatada®, on tulemuseks juhuslikult tekkinud kaheahelalised DNA homo- ja
heterodupleksid. Metsiktutpi (wt, wild type) ja muteerunud DNA ahelate paardumisel tekkinud
kaheahelalistes heterodupleksides jadb modifikatsioone sisaldav ala paardumata, mis on T7EI
substraadiks (vt joonis 7A) (Mashal jt., 1995)

T7El analttsi labiviimiseks lGusiti 48 tunni moéddudes transfektsioonist rakud (Materjal ja
metoodika, peatiikk 2.2.4). gRNA-de sihtmarkjarjestusi sisaldava DNA piirkonna Ules

28



amplifitseerimiseks disainiti PCR praimerid (PCR praimerite jérjestused on valja toodud
»Materjal ja metoodika“ peatiikis tabelis 2) selliselt, et GS geeni 2. eksoni spetsiifiline 705 bp
pikkune PCR fragment I6igatakse gRNA-de sihtmérkjarjestuste alas mutatsioonide esinemisel
gRNA KO1 korral ligikaudu 380 ja 320 bp ning KO2 puhul peaaegu vordse (u 340 ja 360bp)
pikkusega DNA fragmentideks; 4. eksoni korral on ennustatavate DNA fragmentide suuruseks
umbes 300 ja 400bp (KO9) ning 200 ja 500bp (KO10). T7EI to6tluse saaduste analttsimisel
agaroosgeelil ilmnesid tdielikult paardumata heteroduplekside ldikamisele viitavad DNA
fragmendid (joonis 7 B ja C, rajad 4, 6, 8 ja 10). Seevastu anallilisitavates proovides, mille
korral reaktsioonisegusse T7EI ei lisatud (joonis 7 B ja C, rajad 3, 5, 7 ja 9) vdi gRNA-sid el
transfekteeritud (joonis 7 B ja C, rajad 1 ja 2) vastavaid DNA fragmente ei esine. Seega
katsetulemuste pdhjal voib jareldada, et kdik antud eksperimendis kasutatud gRNA-d on
funktsionaalsed. Kuigi T7EI meetod on pigem kvalitatiivne ning ei v8imalda analtsida tihe
nukleotiidseid mittepaardumisi (Vouillot jt., 2015), valiti signaalide suhteliste tugevuste pdhjal
analliusitud gRNA kombinatsioonide seast vélja KO1+KO09. Kui arvestada nii ekson 2 kui ka
ekson 4 T7EI to6tlusele resistentse signaali tugevust (joonis 7B ja C, vastavalt 705 ja 714 bp
pikkune DNA fragment) ning vorreldes seda I6ikamissaaduste signaali intensiivsusega, on
erinevus KO1+KO9 korral suurem kui teiste gRNA kombinatsioonide puhul (joonis 7B ja C,
rajad 4, 6, 8 ja 10). Antud tulemused vdiks kaudselt viidata kdrgemale modifikatsioonide
esinemissagedusele selles rakupopulatsioonid ning see omakorda muudaks modifitseeritud GS

geeniga rakuklooni isoleerimise efektiivsemaks.
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Joonis 7. T7EI anallis disainitud gRNA-de funktsionaalsuse hindamiseks. Joonise (A) osas on
vdlja toodud T7EI meetodi lihtsustatud p6himate. Skeemil on néidatud 1) péri (F)- ja poordsuunalise
(R) praimerite disain, mis on gRNA seondumiskohast eemal vastavalt umbes 500 bp ja 200 bp; 2) pérast
CRISPR-Cas9 tdotlust eraldatakse rakkudest genoomne DNA; 3) sihtmérkjarjestust sisaldav piirkond
amplifitseeritakse kasutades PCR-i; 4) CRISPR-Cas9-ga indutseeritud mutatsioonide esinemisel
moodustub PCR produktide denaturatsiooni ja uuesti anniilimise tulemusel lisaks homodupleksitele ka
heteroduplekse (nt (ks ahel mutatsiooniga ja teine wt; 5) kaheahelalistes heterodupleksides jaab
modifikatsioone sisaldav ala paardumata, mis on T7EI substraadiks 6) Heteroduplekside 16ikamisel
T7EIl-ga tekkivad fragmendidon tuvastatavad geelelektroforeesil. Joonis on kohandatud STEMCELL
Technologies, 2008 jargi. Joonise B ja C paneelidel on ndidatud GS geeni 2. eksoni (B) ja 4. eksoni (C)
vastu suunatud gRNA-de funktsionaalsuse hindamine. CHO-S rakkudesse transfekteeriti
elektroporatsiooni meetodil Cas9 valgu gRNA ribonukleiinkompleksid, kasutades nelja erinevat gRNA
kombinatsiooni: KO1+K09, KO1+K010, KO2+K09, KO2+K010 gRNA-de KO1 ja KO2 sihtmérk
jérjestus asub 2. eksonis 2 ning KO9 ja KO10 4. eksonis. Lisaks kasutati negatiivse kontrollina CHO-S
rakke, mida transfekteeriti ainult Cas9 valgumolekulidega. 48 tunni méddudes transfektsioonist lusiti
rakud Hot shot meetodiga ning seejérel teostati PCR reaktsioon, kasutades 2. eksoni spetsiifilisi
praimereid cGS_EX2_R2 ja cGS_EX2_F2 (paneel B, wt genoomi PCR produkti suurus 705 bp) ning 4.
eksoni spetsiifilisi praimereid cGS_EX4 R2 ja ¢cGS_EX4 F2 (Paneel C, wt genoomi PCR produkti
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suurus 714 bp). T7EI tootluses kasutati 200 ng puhastatud PCR-reaktsiooni saadust ning T7El-ga
toddeldud DNA fragmendid lahutati agaroos-geelelektroforeesi meetodil. Mutatsioonide esinemisel
gRNA sihtmarkjarjestuses I6igatakse GS geeni 2. eksoni spetsiifiline 705 bp pikkune PCR fragment
T7EI analulsi kdigus KO1 korral ligikaudu 380 ja 320 bp ning KO2 puhul peaaegu vordse (u 340 ja 360
bp) pikkusega DNA fragmentideks; 4. eksoni puhul on DNA fragmentide ennustatavad suurused umbes
300 ja 400bp (KO9) ning 200 ja 500bp (KO10). +/- téhistab T7EI olemasolu reaktsioonisegus vdi mitte.
DNA suurusmarkerina on kasutatud GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) ning DNA

fragmentide pikkused on valja toodud aluspaarides (bp).

2.3.3 Potentsiaalsete CHO GS KO kloonide valjasdelumine

Transfekteeritud rakukultuur on heterogeenne populatsioon, milles leidub lisaks soovitud
defektse GS geeniga rakkudele ka nditeks transfekteerumata rakke vo6i mille korral
CRISPR/Cas9 modifitseerimine ei olnud edukas. Mittefunktsionaalse GS geeniga rakkude
esmane valja sdelumine toimus fenotlibi alusel, mis p&hines rakkude kasvu hindamisel
glutamiinivabas s66tmes. Glutamiin on rakkude elutegevuseks hédavajalik aminohape ning
mittefunktsionaalse glul geeniga rakud hukkuvad glutamiini vabas s0otmes. Seevastu

rakukloonid, mille glul geen on vigastamata, on vGimelised glutamiinivabas so6tmes jagunema.

Transfekteeritud rakukultuurist defektse GS geeniga rakkude isoleerimiseks, teostati esmalt
rakkude kloneerimine lksikuteks rakkudeks. Selleks kilvati valjavalitud KO1 ja KO9 gRNA
kombinatsiooniga transfekteeritud rakukultuur 48 tundi pérast elektroporatsiooni
piirlahjendusmeetodil Uksikuteks rakukloonideks 96-slivendilistele koekultuuri plaatidele
(Materjal ja metoodika, peatiikk 2.2.7). Kui rakukloonid oli saavutanud umbes 80-100%
konfluentsuse, jagati rakukultuur pooleks 24-stivendilise koekultuuri plaadi kahe stivendi vahel,
kus kasvatati rakke paralleelselt glutamiiniga ja glutamiinivabas sé6tmes. Rakukloonid, mis ei
olnud vbimelised kasvama glutamiinivabas sd6tmes, kuid glutamiini juuresolekul seda olid,
viidi edasi kasvama 6-suvendilistele koekultuuri plaatidele. Esmase skriiningu pdhjal valiti
vélja 138 rakuklooni 234-st. Kuigi CHO-S wt rakud kasvavad edukalt ka glutamiinita so6tmes
endogeense glutamiini sunteesivdime tottu, on siiski rakkude kasv mdnevorra aeglasem,
vorreldes glutamiiniga so0tmes. See muudab glutamiinist séltuva kasvu hindamise
keerulisemaks. Lisaks ei ole 24-stivendilised plaadid optimaalsed suspensioonikultuuri
kasvatamiseks. Valja valitud kloonide glutamiinisdltuva fenotiilibi kinnitamiseks viidi labi
sarnane skriining ka 6-suvendilistel plaatidel, mille pdhjal selekteeriti vélja 95 rakuklooni.

Valitud kloonide kasv glutamiinita s66tmes oli tugevalt parsitud ning morfoloogia oluliselt
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muutunud. Detailsemaks iseloomustamiseks valiti juhuslikkuse alusel vélja 11 potentsiaalset
GS KO rakuklooni.

2.3.4 Kloonide glul geenis toimunud modifikatsioonide Kkirjeldamine polimeraasi

ahelreaktsiooni ja Sangeri sekveneerimise abil

Esmane fenotlibi alusel rakukloonide skriining aitab efektiivselt elimineerida GS valgu
funktsiooni sailitava modifikatsiooniga voi metsikttiipi GS geeniga kloonid. Esmane skriining
fenotulibi alusel ei ole sobiv viis kdrvaldamaks ainult Gihe mutantse alleeliga kloone, mis véivad
omada glutamiinis@ltuvat fenotulpi (Fan jt., 2011) (Lin jt, 2019). Sellised rakukloonid ei ole
eelistatud GS pdhise selektsioonististeemi valjaarendamisel, kuna tiks GS alleelidest omab wt
jarjestus. Selektsioonisurve tottu vOivad teoreetiliselt mutantne ja metsiktiipi alleel
rekombineeruda, mille tulemusena vdib kaduda ka raku glutamiinisdltuvus ning GS p6hineva
selektsioonimarkeri tbhusus. Seega GS KO rakuliini valjavalimisel on oluline kindlaks méérata
aset leidnud modifikatsioonid gRNA-de sihtmé&rk-DNA piirkonnas. Véljavalitud
uheteistkimne potentsiaalsete GS KO rakukloonide (#5C10.2, #21C3, #11G9, #11G6, #20G1,
#11E3, #2H5, #13D2, #2C8, #18G6 ja #20C3) GS geeni edasiseks molekulaarseks
kirjeldamiseks amplifitseeriti rakkude lisaadist (Materjal ja metoodika, peatikk 2.2.4) GS
geeni 2. ja 4. eksoni piirkond, kasutades ning tabelis 2 véljatoodud GS praimereid (Materjal ja
metoodika, peatiikk 2.2.5).

PCR produktide analltsimiseks lahutati need agaroosgeelis. Kloon #20G1 korral ei olnud
vOimalik PCR produkti tuvastada kummagi eksoni korral (joonis 8A ja B, rada 6), mis vdib olla
tingitud suurtest kromosomaalsetest mberkorraldustest, mille kaigus on PCR praimeri(te)
seondumisala(sid) sisaldav DNA piirkond translokeerunud vai deleteerunud. Klooni 2H5 ekson
4 korral oli vBimalik detekteerida kolme eristava suurusega DNA fragmente (joonis 8B, rada
8), mis voOib viidata sellele, et tegemist ei ole monoklonaalse rakukultuuriga ning seega
iseloomustamisega ei jatkatud. Agaroos-geelelektroforees vdimaldab tuvastada ainult
suuremaid deletsioone vdi insertsioone nagu on see kloonide 21C3 (joonis 8A, rada 3), 2C8
(joonis 8A, rada 10) ja 13D2 puhul (joonis 8B, rada 9), kuid tlejadnud kloonide korral liiguvad
PCR fragmendid agaroosgeelis sarnaselt metsiktttpi CHO-S rakuliini DNA-ga (joonis 8A ja
B). Kuna vastusena CRISPR/Cas9 siisteemi indutseeritud DNA ahelate katketele aktiveeruvad
rakus erinevad reparatsioonirajad ning CHO rakkudes on kdige aktiivsemalt kasutusel
vigaderohke NHEJ (Grav jt., 2017), v6ib tegemist olla Ghe vdi mdne aluspaari pikkuste

modifikatsioonidega, mis ei ole agaroosgeelis tuvastatavad.
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CHO-S wt

714bp

Joonis 8. Joonis 9. CHO-S GS KO rakukloonide GS geeni sihtmark-eksonites tekkinud
modifikatsioonide kirjeldamine. Et kirjeldada 2. (A) ja 4. eksonis (B) esinevaid mutatsioone,
amplifitseeriti PCR meetodi abil gRNA-de sihtmarkjarjestusi sisaldavad DNA piirkonnad. Selleks
ludsiti rakud Hot shot meetodil ning teostati PCR reaktsioon, kasutades tabelis 2 véljatoodud 2. eksoni
cGS_EX2 R2 ja cGS_EX2 F2 (wt PCR produkti suurus 705 bp) ja 4. eksoni spetsiifilisi praimereid
cGS_EX4 R2 ja ¢cGS_EX4 F2 (wt PCR produkti suurus 714 bp). PCR-i reaktsiooni produktide
analliusimiseks kasutati agaroos-geelelektroforeesi meetodit. DNA suurusmarkerina on kasutatud
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific). DNA fragmentide pikkused on vélja toodud
aluspaarides (bp).

Huvipakkuvate DNA piirkondade sekveneerimisel saab maddrata isegi Uhe nukleotiidseid
modifikatsioone ning nende asukoha genoomis. GS geenis toimunud modifikatsioonide
kirjeldamiseks kloneeriti PCR fragmendid pJET1.2 vektorisse (Thermo Scientific), mis
transformeeriti Escherichia coli tiive DHS5a rakkudesse ning bakterikloonidest sekveneeriti
huvipakkuv DNA piirkond. Sekveneeritud DNAd vorreldi wt glul geeni jarjestusega ning
toimunud mutatsioonid kaardistati (tabel 3). Kolmel kloonil 20C3, 11E3, 11G6 identifitseeriti
GS geeni teises eksonis 1-11 aluspaari pikkused raaminihke teket pdhjustavad deletsioonid
mdolemas alleelis. 18G4 korral oli mutantne ainult tks GS alleel (16 aluspaari pikkune
deletsioon), teises alleelis modifikatsioone ei olnud tekkinud, mistdttu antud klooni edasisel
kirjeldamisel ei kaasatud. Rakukloonide 11G9, 5C10.2, 21C3, 2C8, 13D2 puhul tuvastati ainult
uks unikaalne modifikatsioon, mis nditeks vdib olla tingitud, kui mdlemas alleelis on tekkinud
identne mutatsioon vOi kromosomaalsete Umberkorralduste téttu on PCR praimeri(te)
seondumisala(sid) sisaldav DNA piirkond translokeerunud voi deleteerunud. Samuti on
kirjanduses eelnevalt sarnast tulemust tdlgendatud kui potentsiaalselt haploidse GS alleeliga
rakuklooni ning on viidatud CHO rakuliini heterogeensusele (Fan jt., 2011). Seega genotudibi
alusel on CHO GS KO kandidaatliinideks eelistatult kloonid 20C3, 11E3, 11G6, 11G9, 5C10.2,
21C3, 2C8 ja 13D2. Lisaks jatkati rakuklooni 20G1 kirjeldamist, mille korral ei olnud ekson 2
ja 4 spetsiifiliste praimeripaaridega véimalik PCR produkti tuvastada.
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Tabel 3. CHO-S GS KO rakukloonide GS geeni modifikatsioonid. Tabelis on ndidatud theksas
rakukloonis leitud mutatsioonid ning nende asukoht 2. voi 4. eksonis.

Rakukloon Modifikatsioon Ekson
20C3 1bp del / 11bp del 2
11G9 1bp del 2
11E3 1bp del / 2bp del 2

5C10.2 5bp del 2
11G6 1bp del / 11bp del, 2
18G4 16bp del / wt 2
21C3 313bp del 2
13D2 348bp del 4
2C8 204 ins 2

Wt — metsiktilpi jarjestus, del — deletsioon, ins — insertsioon, bp - aluspaari

GS geenis suuri deletsioone/insertsioone vai raaminihet tekitavate modifikatsioonid peaks
pohjustama GS primaarjérjestuse (nt enneaegne translatsiooni terminatsioon) ning seega ka
struktuuri olulisi muutusi, mille tulemusel translatsioonisaadusel puudub enstimaatiline
aktiivsus ning valesti pakitud valk suunatakse lagundamisele. Kinnitamaks, et véljavalitud
kloonidel puudub rakkudes wt GS suurusele vastav valk, viidi labi Western blot analiiis. Kdigi
uheksa rakuklooni korral ei olnud véimalik GS valku rakkudes tuvastada (joonis 9, rajad 1-9),
samas kui CHO-S wt puhul oli eeldatava molekulmassiga (ligikaudu 42 kDa) signaal
detekteeritav (joonis 9, rada 10), viidates sellele, et GS geenis indutseeritud mutatsioonid on

olnud t6husad.
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Joonis 10. CHO-S GS KO rakukloonide glutamiini stintetaasi ekspressiooni analtitis. CHO-S GS
KO kloonide endogeense GS-i ekspressiooni detekteerimiseks rakullsaatidest kasutati Western blot
meetodit. Radadele kanti vordsest kogusest rakkudest (70 000 rakku) lddsitud totaalset valku.
Glutamiini suntetaasi detekteerimiseks kasutati GS-i vastast antikeha (Abcam ab49873). Noolega on
téhistatud GS valgu asukoht geelis. Valkude molekulmassi markerina (kilodaltonites) kasutati
ExcelBand 3-color High Range Protein Marker (9-245 kDa) (SMOBIO Technology).

2.3.5 CHO-S GS KO rakukloonide fenotutibi kirjeldamine

Et kinnitada antud CHO-S GS KO rakukloonide elumuse s6ltuvust glutamiinist, mis on 18pliku
valjavalitud rakuliini oluline omadus GS pohise selektsioonisusteemi rakendamisel
(transfekteerumata rakud surevad eksogeense glutamiini puudumisel), kasvatati rakukloone
suspensioonikultuuride korral rutiinselt kasutatavates 125 ml loksutuskolbides. Samuti vGib
leida kirjandusest andmeid, kus esmane glutamiiniséltuval fenotutbil pdhinev skriining viidi
labi samuti 6-stivendilise plaadi formaadis, kuid hiljem loksutuskolbides kultiveerides osade
rakukloonide puhul glutamiinist s6ltuvat kasvu enam ei tédheldatud (Fan jt., 2011). Seega on

oluline veenduda antud rakukloonide glutamiinisdltuvas fenotidibis.

Véljavalitud Uheksa GS KO kloonide kasvu ja elumust jélgiti glutamiini sisaldavas ja
glutamiinivabas sootmes, kasvatades neid rutiinselt kasutatavates 125 ml loksutuskolbides.
Kloonide kasvu jalgiti kuni nende hukkumiseni. lIga 2 — 3 péeva jarel maarati rakukultuuride
elumus (elusate rakkude suhe rakkude Gldarvu), kasutades Brikeri hemotsutomeetrit ning
rakukultuurid lahjendati tiheduseni 3 — 5x10° elusat rakku milliliitris. Jooniselt 10A v&ib naha,

et kdigi CHO-S GS KO rakukloonide elumus hakkas jarsult langema parast 2. paeva, rakud ei
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jagunenud enam ning samuti oli mérgatavalt vahenenud rakkude suurus. 7. — 10. p&evaks oli
elumus langenud ligikaudu 0%-ni ehk rakud olid surnud. Seevastu funktsionaalse GS geeniga
metsiktuipi CHO-S rakuliin kasvas edukalt ka glutamiinivabas so6tmes. Kui so6tmesse oli

lisatud glutamiini, pusis GS KO rakukloonide elumus ligikaudu 100% juures (joonis 10B),
viidates tugevale glutamiini auksotroofsusele.
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Joonis 11. CHO-S GS KO rakukloonide elumuse sdltuvust eksogeensest glutamiinist. Naidatud on
valitud rakukloonide elumus kasvatamisel ilma eksogeense glutamiinita (A) ja 8 mM glutamiiniga (B)
sootmes 125 ml loksutuskolvis (Corning). Kimne péeva valtel méarati iga 2 — 3 péeva jarel
hemotsiitomeeteri abil rakukultuuri tihedus ja elumus (elusate rakkude suhe rakkude Gldarvu x 100%)
ning aktiivse kasvufaasi sailitamiseks vajadusel kultuure lahjendatitiheduseni 3 — 5x10° elusat rakku
milliliitris. Elusate ja surnud rakkude eristamiseks vérviti surnud rakud 0,4% trupaansinise lahusega
(Gibco). CHO-S wt téhistab funktsionaalse GS geeniga metsiktliupi CHO-S rakuliini.



Seega kokkuvdtvalt isoleeriti ja iseloomustati antud bakalaureusetdo raames tiheksa CHO-S GS
KO rakuliini, millest kaheksa korral (20C3, 11E3, 11G6, 11G9, 5C10.2, 21C3, 2C8 ja 13D2)
oli vdimalik GS geeni 2. vdi 4. eksonis tuvastada CRISPR/Cas9 susteemi poolt indutseeritud
raaminihet tekitavaid modifikatsioone, mis rikuvad GS valgu ekspressiooni ning seet6ttu ei ole
rakud vdimelised glutamiinivabas s66tmes kasvama. Kuigi rakuliini 20G1 korral GS valgu
ekspressiooni ei olnud voimalik detekteetrida WB meetodiga ning rakkude kasv oli tugevalt
glutamiinisdltuv, 16putdos kasutatud praimeripaaridega PCR produkti ei tekkinud ning antud
rakukloon vajab GS KO genottilibi osas verifitseerimist. Kuigi GS pdhise selektsioonististeemi
rakendamisel on rakkude glutamiini auksotroofsus esmatéhtis kriteerium, sest see voimaldab
kasutada eksogeenset GS geeni selektsioonimarkerina, on praktilises valkude tootmises
olulised ka rakuliini muud omadused. Néiteks vOib vélja tuua sekreteeritavate rekombinantsete
valkude (néiteks antikehade) tldise produktsioonivdimekuse, mis oleneb paljudest faktoritest
nagu naiteks rakkude sekretsioonivdimest (rekombinantne valk sekreteeritakse rakust valja
s06tmesse), mis tuleneb tslitoplasmavorgustiku omadustest; rakkude energiavarustatusest, mis
sOltub nt mitokondrite massist; rakukultuuri maksimum tihedusest, mille juures rakud suudavad
kasvada (st mida rohkem on rakke, seda suurem on rekombinantse valgu tldine tootlikkus) jne.
Ehkki kdik isoleeritud GS KO rakukloonid périnevad samast CHO-S eellasliinist, vbivad need
erineda (ksteisest oluliselt eelnimetatud tegurite osas, kuna CHO rakuliini muutlikkus ja
heterogeensus on méarkimisvaarne (Pilbrough jt., 2009) (Pichler jt., 2010). Seega I6pliku valiku
tegemisel oleks jargmiseks etapiks vOrrelda CHO-S GS KO rakuliinide erinevate
rekombinantsete valkude produktsioonivdimekust. Selleks transfekteeritakse rakke
ekspressioonivektoritega, milles on lisaks GS selektsioonimarkerile ka huvipakkuva
rekombinantse  valgu  ekspressioonikassett.  Seega  eeldatavalt  ekspresseerivad
selektsioonimarkeri omandanud ja GS selektsioonis ellujgdnud rakud lisaks
selektsioonimarkerile ka huvipakkuvat rekombinantset valku. Huvipakkuva valgu tootlikkuse
ja saaduse kvaliteedi iseloomustamise pdhjal on véimalik vélja selekteerida enim eelistatud
CHO-S GS KO rakuliinid edasiseks produtsentrakuliinide arendamiseks.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureuset6d eesmaérk oli arendada mittefunktsionaalse glutamiini siintetaasi
geeniga CHO-s rakuliin tdhusamaks super-produtsent rakuliinide arendamiseks. Kirjanduse
Ulevaates tutvustati imetaja rakuliinide rolli terapeutiliste valkude tootmises ning laialdast

kasutust leidnud CHO rakuliini eeliseid.

Bakalaureusetd® eksperimentaalses osas keskenduti hiina hamstri munasarja rakkude
glutamiini suintetaasi knockout (KO) rakuliini arendusele. Ldput6os kasutati glul geeni
valjalulitamiseks CRISPR/Cas9 susteemi. Selleks disainiti geeni glul eksonites asuvate
sihtmérkjérjestuse spetsiifilsed gRNAd, mis kompleksis Cas9 valguga transfekteeriti CHO
rakkudesse elektroporatsiooni meetodiga. Seejarel isoleeriti CHO-S GS KO rakukloonid, mis
ei suutnud kasvada, kui so0tmesse ei lisatud glutamiini. Valjavalitud rakukloonides kirjeldati
toimunud mutatsioonid ning hinnati nende sobivust GS pohise selektsioonisiisteemi

rakendamiseks. Bakalaureuset6d eksperimentaalses osas jouti jargmistele jareldustele:

o disainitud gRNAd olid glul geeni spetsiifilised ja funktsionaalsed, indutseerides
mutatsioonide teket. Seda kinnitas T7 endonukleaas | analliis, mis néitas kdigi valitud
gRNA kombinatsioonide sihtmarkjarjestuse spetsiifilisust ning Cas9 vdimet tekitada
katkeid sihtmark-DNA jarjestuses;

e antud bakalaurusetdd raames isoleeriti fenotlubi pdhjal 90 potentsiaalset CHO-S GS
KO rakuklooni. Edasiseks iseloomustamiseks valiti valja tiheksa klooni, millest kaheksa
puhul (20C3, 11E3, 11G6, 11G9, 5C10.2, 21C3, 2C8 ja 13D2) oli voimalik
sekveneerimise meetodil tuvastada GS geeni 2. v6i 4. eksonis raaminihet tekitavaid
modifikatsioone;

e Kkirjeldatud rakukloonid ei olnud vbimelised kasvama eksogeenset glutamiini
mittesisaldavas s66tmes, kinnitades nende sobivust GS pdhise selektsioonislisteemi

rakendamiseks.
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Glutamine synthetase gene knockout in Chinese hamster ovary (Cricetulus

griseus) cell line

Signe Parts
Summary

Chinese hamster ovary (CHO) cells have become more popular for the manufacture of
therapeutic recombinant proteins. To develope highly efficient producer cell lines, efficient,
selection systems are required. Glutamine synthetase (GS) selection system is one commonly

used in combination with GS inhibitor methionine sulfoximine (MSX).

Glutamine is one of the essential amino acids for cultivated CHO cells and the cells express
endogenous GS. genewhich makes selection systems based on GS inhibitor MSX. In previous
studies, it has been shown that adaption of the endogenous GS expressing cells in the presence
of MSX results also survival of the cells with lower protein productivity Thus, the CHO cell
lines with GSknockout can improve such metabolic selectionand makes the isolation of high

level produceing cell clones more effective.

In this study we disrupted glutamine synthetase gene (glul) with CRISPR/Cas9 in CHO-S cell
line as the first step in development of stable super-producent cell lines. To make GS gene
inactive we transfected CHO-S cells by electroporation with Cas9 comlexed with glul specific
gRNAs . Specific activity of Cas9/gRNA complex to glul was confirmed with T7 endonuclease
| assay. To isolate cells with defective GS gene from the ones with functional GS, single cell
derived clones were analyzed for exogenous glutamine dependendent growth. Next, the
selected clones were analyzed for CRISPR/Cas9 mediated genome mutagenesis For further
description of the GS-knockout clones we observed their glutamine-dependent growth in 125

ml flasks and absence of GS protein expression was also confirmed with Western blot analysis.
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Tanusodnad

Soovin tdnada oma juhendajat Eva-Maria Tombakut suureparase juhendamise eest katsete
labiviimisel ja heade nBuannete eest nii laboris kui ka I6putdd kirjutamisel. Samuti soovin
tdnada juhendajat Andres Ménnikut, kes oli suureks abiks 16put66 valmimisel ning juhendajat
Mart Ustavit, kes andis mulle imelise vbimaluse teha bakalaureusetdd Icosagen Cell Factory

OU’s. Tanan ka Icosageni meeskonda meeldiva koost66 ning abivalmiduse eest.
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