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INFOLEHT

Hematoentsefaalbarjaiiri penetreerivate peptiidide avastamine ja iseloomustamine

Vere-aju barjddr (HEB) kaitseb kesknérvisiisteemi erinevate kahjulike tihendite ja patogeenide
eest ning on oluline aju homoostaasi sdilitamiseks. HEB tottu on blokeeritud paljude ravimite
transport kesknirvisiisteemi. Uheks vdimaluseks HEB iiletamiseks ja selleks, et parandada
ravimite transporti ajju ja seeldbi ka nende efektiivsust, on kasutada HEB-ldbivaid
kullerpeptiide. Ravimisuunajatena on kullerpeptiidide eelisteks kdrge bioohutus, siinteesimise
lihtsus ja siirdemeditsiiniline asjakohasus. Kasutades faagidisplei tehnoloogiaid, avastati
Teesalu laboris hiljuti uudne HEB-i penetreeriv kullerpeptiid, mille ajuakumulatsiooniks on
eeltingimuseks  kompleksi ~ moodustamine  plasma  adaptervalguga.  Kéesolevas
bakalaureusetoos viidi 14bi rakuvaba faagidisplei skriinid, et leida adaptervalguga seonduvaid

uusi peptiide ning viidi 1dbi nende esmased validatsioonikatsed.

Mirksonad: HEB, faagidisplei, kullerpeptiidid
CERCS kood: B640 neuroloogia, neuropsiihholoogia, neurofiisioloogia B200 tsiitoloogia,

onkoloogia, kantseroloogia

Discovery and characterization of blood-brain barrier-penetrating peptides

The blood-brain barrier (BBB) protects the central nervous system from various harmful
compounds and pathogens, it is also important for maintaining brain homeostasis. Due to the
BBB, the transport of many drugs into the central nervous system is blocked. One possibility
to overcome the BBB, also to improve the transport of drugs into the brain and thereby their
efficacy is to use BBB-penetrating messenger peptides. As drug delivery vehicles, the
advantages of messenger ppetides are high biosafety, ease of synthesis and translational medical
revelance. Using phage display technologies, a novel BBB-penetrating messenger peptide was
recently discovered in Teesalu’s laboratory. It’s accumulation requires the formation of
complex with a plasma adaptor protein. In this bachelor’s thesis cell-free phage display screens
were performed to find new peptides that bind to the adaptor protein and their initial validation

experiments were performed.
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cancerology
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KASUTATUD LUHENDID

AP
BBTB
CBP
CSF
HEB
HTS
IPTG
LRP-1

MRP
OD
PFU
RMT

amiiloid-fB (ingl k amyloid beta)

vere-aju kasvaja barjiir (ingl k blood-brain tumour barrier)
kesknérvististeemi peptiid (ingl k CNS-Bridge peptide)
tserebrospinaalvedelik (ingl k cerebrospinal fluid)

hematoentsefaalbarjdir (ingl k blood brain barrier)

korge ldbilaskvusega sekveneerimine (ingl k high-throughput sequencing)
isopropiiiil-B-tiogalaktosiid (ingl k isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside)
madala tihedusega lipoproteiini retseptoriga seotud valk 1 (ingl k low density
lipoprotein receptor-related protein 1)

multiravimiresistentsuse valgud (ingl k multidrug resistance proteins)
optiline tihedus (ingl k optical density)

faagilaikude arv (ingl k plaque forming unit)

retseptorvahendatud transtsiitoos (ingl k receptor-mediated trancytosis)



SISSEJUHATUS

Ulemaailmselt kannatab neuroloogiliste hiirete all 2021. aasta uuringu tulemuste jérgi 3,4
miljardit inimest. Viimase 30 aasta jooksul on see arv ndhtavalt tdusnud kasvava elanikkonna,

vananemise ja elustiili tottu (Steinmetz jt, 2024).

Ajuga seotud haiguste, sealhulgas neurodegeneratiivsete ja geneetiliste kesknérvisiisteemi
haiguste raviks tootatakse pidevalt vélja uusi ravimikandidaate. Paljude ravimikandidaatide
kliiniline edukus on piiratud, kuna need ei suuda jouda oma sihtmérgini
hematoentsefaalbarjdiri (HEB) ehk vere-aju barjddri tdttu. HEB on tihedalt organiseeritud
struktuur ajukapillaaride endoteelirakkudest koos toetavate gliiarakkude ja peritstiiitidega. HEB
tdidab olulist kaitsefunktsiooni, piirates potentsiaalselt kahjulike ainete juurdepéésu ajukoele,
kuid samas takistab see ka paljude terapeutiliste iihendite, sealhulgas antikehade, ensiitimide ja
viikemolekulide, efektiivset transporti ajju. HEB {iletamiseks on vilja tootatud mitmeid
lahenemisviise, sealhulgas HEB-i ldbivad kullerpeptiidid — lithikesed aminohappejérjestused,

mis ldbivad barjédri, kas tranststitoosi voi teiste mehhanismide kaudu.

Téppis- ja nanomeditsiini laboris on kirjeldatud uudne ajuselektiivne kullerpeptiid, mis seondub
veres ringleva niinimetatud adaptervalguga. Seejdrel moodustub peptiidi ja adaptervalgu
kompleks, mis seondub iihe aju veresoonte endoteelirakkudel ekspresseeruva retseptoriga. Selle
seondumise tulemusel transporditakse peptiid 1labi HEB-i aju parenhiiiimi. Tegemist on
pohimotteliselt uue ajutranspordi rajaga, mis erineb seni tuntud HEB-i ldbimise
mehhanismidest ja v3ib pakkuda uusi vdimalusi terapeutiliste iihendite efektiivseks viimiseks
kesknérvisiisteemi. Kéesoleva bakalaureusetod eesmidrk oli avastada uusi peptiide, mis
seonduvad selle adaptervalguga, ning hinnata nende vdimet akumuleeruda ajukoes. Selleks
viidi 1abi rakuvabad faagidisplei skriinid ning in vivo faagidisplei biojaotuvuskatsed hiirtes, et
luua alus tulevastele arendustele selle uudse transpordiraja rakendamisel ravimikandjate

suunamiseks ajju.

Antud bakalaureusetdo tehti Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Hematoentsefaalbarjair

1880. aastatel demonstreeris Paul Ehrlich, et vere ja aju vahel eksisteerib selektiivne barjair,
mis reguleerib erinevate ainete sisenemist ajju. Katsetes siistiti rotti intravenoosselt Evani sinist
vérvi (Ingl k Evan’s blue dye) ning tiheldati, et virvuvad koik organid peale aju ning seljaaju
(Ehrlich, 1885). Aju kapillaaridel on véga olulised barjddariomadused, mis suudavad vilistada
organismile miirgiseid aineid ja kaitsta sellega ka nérvikudesid (Choi ja Kim, 2008). Neli
peamist ajubarjddri on hematoenstsefaalbarjddar (HEB), vere-tserebrospinaalvedeliku (CSF)
barjddr, vere-seljaaju barjdédr (Cipolla, 2009) ja vere-retinaal barjddr (Choi ja Kim, 2008),
millest kdige ulatuslikum ja selektiivsem on HEB (Saraiva jt, 2016).

1.1.1. Hematoentsefaalbarjiiri omadused ja struktuur

HEB reguleerib ioonide ja molekulide vahetust vereringe ja ajukoe vahel, tagades seelébi
kontrollitud mikrokeskkonna (Wu jt, 2023). HEB vastutab peamiselt homdostaasi loomise ja
sdilitamise eest, kaitseb aju toksiliste ithendite ning patogeenide eest ning varustab aju
toitainetega (Bellettato ja Scarpa, 2018). Homdostaasi siilitamisel reguleeritakse ioonkanaleid
ja spetsiifilisi transportereid, nagu Na’-, K- ja Cl-ioone, mida tuleb hoida neuraalsete ja
stinaptiliste signaalide jaoks optimaalsel tasemel. Ioonid on jaotunud aga luminaalsete ja
abluminaalsete membraanide vahel, mille vélja- ja sissevool sdltuvad vere-aju barjdéri

ioontransporteritest (Wu jt, 2023).

HEB-i moodustavad ajukapillaaride endoteelirakud neid iimbritseva basaalmembraani,
peritsiiiitide ja astrotsiiiitide jitketega (Joonis 1) (Copur ja Oner, 2017). Aju endoteelirakkudel
on omadused, mis aitavad sel sdilitada aju-vere barjédéri terviklikkust ja funktsioone. Néiteks on
endoteelirakkude vahel tiheliidused, mis takistavad enamikul vere kaudu levivatel ainetel ajju
sisenemast ning blokeerivad kiilgnevate endoteelirakkude vahelisi paratsellulaarseid
difusiooniteid (Dotiwala jt, 2023). Tiheliidused koosnevad membraanivalkude ja
tsiitoplasmaatiliste adaptervalkude kompleksidest, mis on omavahel seotud aktiiniga ja
stabiliseerivad seeldbi endoteeli struktuuri (Ballabh jt, 2004). Astrotsiiiitide jatked timbritsevad
aju veresooni ning tagavad ajuveresoonkonna struktuurse terviklikkuse (El-Khoury jt, 2006).
Astrotsiitidid reguleerivad ka vee ja ioonset homdostaasi ajus, (Stokum jt, 2015). Peritsiitidid
imbritsevad endoteelirakke ja pakuvad sellega struktuurset tuge ja aitavad reguleerida

veresoonte laienemist ja ahenemist (Ballabh jt, 2004). Peritsiiiitide katvuse vihenemine on



seotud tiheliiduste kadumisega endoteelirakkude vahel, misldbi HEB-i ldbilaskmisvdime
suureneb (Sengillo jt, 2013). Samuti on peritsiiiitidel oluline roll ajuveresoonte parandamisel ja
angiogeneesi soodustamisel. Kuna kdik soliidtuumorid sdltuvad suuremal vai vdiksemal mééral
angiogeneesist, on peritsiilitide indutseeritud angiogeneesi alla surumine oluline terapeutiline
sihtmédrk (Brown jt, 2019). Ajukasvajates on HEB-i strukuur ja funktsioon oluliselt muutunud
ning seda nimetatakse vere-aju kasvaja barjdiriks (BBTB). Kuigi BBTB-d peetakse lekkivaks,
siis on see suuremalt jaolt, eriti madalama astme difuussete glioomide puhul, sarnane tavalise

HEB-ga ning takistab vihivastaste ravimite juurdepaisu kasvajatele (Van Tellingen jt, 2015).
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Joonis 1. HEB koosneb luminaalsest endoteelirakkude kihist, mis on omavahel iihendatud
tihedaliidustega. HEB struktuuri toetavad veel peritsiiiidid ja astrotsiiiidid. Joonis on
muudatustega artiklist Nishanth ja Schliiter (2019) ja selle tegemiseks on kasutatud Biorender
prorgrammi (BioRender.com).

—
S

\\\

|
neuron

1.1. HEB-i libivad peptiidid

Ravimite ajju transportimine on viljakutseks ajukasvajate ja neurodegeneratiivsete haiguste
ravimite véljatdotamisel, kuna suur osa ravimitest ja suurtest molekulidest ei ole vdoimelised
labima hematoentsefaalbrjdédri (Malarik jt, 2024). Neuroterapeutiliste molekulide (vdikeste
molekulide, valkude vdi nanoosakeste) transportimiseks ajju tootatakse vilja vektoreid, mis
labiksid HEB-1, kas transtsiitoosi voOi teiste mehhanismide kaudu. Sellised vektorid voivad olla

niiteks antikehad ja kullerpeptiidid.

Kullerpeptiidid on tohusad todriistad suunatud ravimite tappis-suunamisel, pakkudes suurt
potentsiaali terapeutilistes rakendustes, sealhulgas soliidtuumorite, pdletikuliste haiguste ja
neurodegeneratiivsete seisundite ravis. Tanu oma viiksusele, hea ldbitungimisvdimele ja
keemilisele modifitseeritavusele vdimaldavad need peptiidid ravimite toimetamist
sihtkudedesse, suurendades raviefektiivsust ja vdhendades siisteemsete korvaltoimete riski.

Kullerpeptiidide kasutamise eeliseks on nende lihtne siintees ja modifitseerimine. HEB-i suhtes
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selektiivsetel kullerpeptiididel on afiinsus retseptorite suhtes, mis ekspresseeruvad
veresoonkonna luminaalsel poolel, nditeks transferriini retseptor ja madala tihedusega
lipoproteiini retseptori sarnane valk 1 (LDL receptor-related protein-1, LRP-1) (Andre jt,
2022). Sellised peptiidid ldbivad HEB retseptor-vahendatud transtsiitoosi abil (Zhou jt, 2021)
ja on rakendatavad mitteinvasiivseks ravimite ajju suunamiseks (Kumar jt, 2021). Sageli on
HEB penetreerivad peptiidid vdikesed, hiidrofoobsed ja kergelt positiivse laenguga (Cavaco jt,
2024). Mitmed HEB-i penetreerivad peptiidid on tsiiklilised, mis saavutatakse disulfiidsideme
abil kahe tsiisteiini jadgi vahel (Kapoor jt, 2012).

Lisaks ajuselektiivsetele kullerpeptiididele kasutatakse HEB-i {iletamiseks ka rakku
penetreerivaid peptiide (CPP), mis ei seostu spetsiifilise retseptoriga ja tungivad paljudesse
rakkudesse (Sharma jt, 2016). Rakku penetreerivad peptiidid on lithikesed katioonsed voi
amfipaatilised peptiidid (Sharma jt, 2012). Evolutsioon on andnud osadele valkudele vdime
labida rakumembraani kindlate peptiidijdrjestuste alusel, neid nimetatakse valgu
transduktsioondomeenideks (Schmidt jt, 2010). Huvi CPP-de vastu suurendab ka nende
omadus tohusalt biomolekule kohale transportida nii, et see ei kahjustaks biomolekulide
terviklikkust (Trabulo jt, 2010). Rakku tungivaid peptiide kasutatakse valkude, nukleiinhapete
ja nanoosakeste viimiseks l4bi HEB ajukoesse (Blades jt, 2023). Rakku penetreerivatel
peptiidide oluliseks puuduseks on see, et nad ei ole koespetsiifilised (Derakhshankhah ja Jafari,
2018).

1.2. Transpordimehhanismid HEB-i iiletamiseks

HEB-i tottu on molekulide transport verest ajukoesse minimaalne. Selle ldbimiseks on mitmeid
vOimalikke  mehhanisme —  passiivne  difusioon, kandja-vahendatud transport,
retseptorvahendatud transtsiitoos, adsorptsioon-vahendatud transtsiitoos ja rakuvahendatud
transtsiitoos (Joonis 2) (Zhou jt, 2021). Passiivne difusioon ei vaja energiat selleks, et
keemilised iihendid liiguksid kontsentratisoonigradiendi vastu (Copur ja Oner, 2017).
Viiksemate molekulide lipofiilsuse suurendamine aitab aga suurendada HEB-i lébilaskvust
(Ohtsuki ja Terasaki, 2007). Ajukapillaaride endoteelirakud ekspresseerivad véljavoolu
transportereid, nagu P-gliikoproteiini ja multiravimiresistentsuse valke (MRP), mis
transpordivad kahjulikke hiidrofiilseid ja hiidrofoobseid molekule kesknérvisiisteemist vilja

(Zhou jt, 2021, Wong jt, 2013).

Viikesed hiidrofiilsed molekulid, niiteks gliikoos ja aminohapped, kasutavad endoteelirakkude

luminaalsel ja basolateraalsel kiiljel asuvaid transporterid (Gabathuler, 2010). Transportervalk
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tunneb dra substraadi ja tekib kompleks, mis kiivitab valgu konformatsioonilise muutuse, mille
tulemusena jouab substraat membraani abluminaalsele poolele kontsentratsioonigradiendi

kaudu (Zhou jt, 2021).

Joonis 2. Peamised transpordiviisid 1dbi HEBi. Joonis on muudatustega artiklist Zhou jt(2021)
ja selle tegemiseks on kasutatud Biorender prorgrammi (BioRender.com).

1.2.1. Retseptorvahendatud mehhanism

Retseptorvahendatud transtsiitoos (RMT) on protsess, mis toimub polariseeritud rakkudes ja
mida endogeensed makromolekulid kasutavad fiisioloogiliste barjdéride iiletamiseks (Haqqani
jt, 2024). Suuremad ja hiidrofiilsemad molekulid, nagu hormoonid, transferriin ja lipoproteiinid
kasutavad HEB-i ldbimiseks spetsiaalseid endoteelirakkude luminaalsel kiiljel ekspresseeritud
retseptoreid (Gabathuler, 2010). Ligandid seonduvad retseptoriga raku pinnal ja seejirel toimub
retseptor-vahendatud endotsiitoos, endosomaalne sorteerimine ja eksotsiitoos. RMT retseptorid
on nende spetsiifilisuse ja toime tottu atraktiivsed mérklauad antikehade ja peptiidide

viljatodtamiseks, et viia ravimeid ajju (Hagqani jt, 2024).

1.2.1.1. Madala tihedusega lipoproteiini retseptoriga seotud valk 1 (LRP-1)

Ravimite ajju viimisel on liheks vdimaluseks ldhenemisviis, mis kasutab vere-aju barjdiril
ekspresseeritud retseptorite transtsiitoosivoimet. Selliseks retseptoriks on néditeks madala
tihedusega lipoproteiini retseptoriga seotud valk 1 (LRP-1) (Gabathuler, 2010). LRP-1 on
multifunktsionaalne endotstiiitiline retseptor, mis vahendab erinevates metaboolsetes radades

ligandide internaliseerumist ja lagunemist (Kounnas jt, 1995). LRP-1 interakteerub erinevate



sekreteeritavate valkude ja rakupinna molekulidega, nditeks apolipoproteiin E-ga (apoE),
vahendades nende endotsiitoosi vOi aktiveerides signaaliiilekande radu (Gabathuler, 2010).
Niiteks seondub LRP-1-ga peptiid Angiopep-2 (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY), mis
transpordib kovalentselt konjugeerituid ravimeid kesknérvisiisteemi (Guo jt, 2019, Sakamoto

it, 2017).

LRP-1 valku ekspresseeritakse paljudes kudedes ja kesknirvisiisteemis (eriti vidikeaju
neuronites) (Rebeck jt, 1993, Gabathuler, 2010). LRP-1 osaleb mitmete erinevate ligandide (sh
lipoproteiinid, proteaasid, proteaasi inhibiitorid, apoptootilised rakud) sidumises ja
endotsiitoosis. Aju astrotsiilitides, neuronites ja veresoonte silelihastes vahendab LRP-1
amiiloid-B (AP) omastamist, suunates selle edasiseks lagundamiseks vereringesse ning seejarel
perifeersetesse organitesse, nagu maksa, kus molekul elimineeritakse. Nii aitab LRP-1 kaasa
AP neurotoksilise akumulatsiooni viltimisele (Joonis 3) (Petralla jt, 2024). Alzheimeri tove
korral on LRP-1 ekspressioon vihenenud, mis viib A akumuleerumisele (Shibata jt, 2000,

Yamamoto jt, 1997).

@8 —

N
astrotsiiit [ LRP1
neuron

aju kapillaar

LRP1 ’
AP kehast vilja
viidud

Joonis 3. AP viljutamine ajust ja LRP1 roll selles protsessis. Astrotsiiiitides vahendab LRP-
1 amiiloid-B omastamist, vdimaldades selle transporti vereringesse. Vereringe kaudu
suunatakse AP perifeersetesse organitesse, nagu maks, kus toimub selle edasine lagundamine
ja organismist eemaldamine. Joonis on muudetud kujul parit artiklist Petralla jt (2024) ja selle
tegemiseks on kasutatud Biorender prorgrammi (BioRender.com).
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1.2.1.2.Transferriini retseptor

Transferriini retseptor (TfR) on iiks paremini kirjeldatud retseptoreid HEB-s (Chen ja Liu,
2012). TfR on membraani gliikkoproteiin, mille funktsioon on reguleerida raua omastamist ja
homdoostaasi (Aisen, 2004). Raua aatomiga seondunud transferriin seondub TfR-ga ja kompleks
endotsiitoositakse. TfR-i ekspresseeritakse enamikus tuumaga rakkudes (Chandramohan jt,
2017). TfR-vahendatud mehhanism vdimaldab viia rauaga seotud transferriini iile HEB-i aju

interstitsiaalsesse ruumi (Joonis 4) (Baringer, 2022, Pardridge jt, 1987).

Halvaloomulistel rakkudel on kdrgem transferriini retseptori ekspressioonitase, kuna need
vajavad kdrget rauasisaldust (Qian jt, 2002). TfR ekspressioon on kdrgem ka ajuisheemia korral
(Moos ja Morgan, 2004). Alzheimeri tdvega inimestel on tdheldatud transferriini retseptori
ekspressiooni viahenemist (Kalaria jt, 1992). Kuna transferriini retseptorit ekspresseerivad aju
kapillaaride endoteelirakud, mis moodustavad HEB-i, siis peetakse seda ravimite
kohaletoimetamise voimalikuks sihtmirgiks (Bourassa jt, 2019). Transferriini retseptoriga

seondub néiteks T7 peptiid (HAIYPRH) (Kuang jt, 2013).
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Joonis 4. TfR-vahendatud HEB-i iiletamine. Transferriini ja raua kompleks seondub
transferriini retseptoriga ning kompleks endotsiitoositakse. Raua transport ajju voib toimuda
kahel wviisil: (1) kompleks lagundatakse endosoomis, rauaioonid vabanevad ning transferriin-
retseptori kompleks suunatakse tagasi rakumembraanile, voi (2) kogu kompleks transporditakse
tervikuna 1dbi rakukihi ajju.

Joonis on muudetud kujul périt artiklist Baringer (2022) ja selle tegemiseks on kasutatud
Biorender prorgrammi (BioRender.com).
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1.2.1.3. Adaptervalgu poolt vahendatud HEBI transtsiitoos

Nano- ja tdppismeditsiini laboris on avastatud HEB-i ldbiv peptiid CBP, mis ei seondu otseselt
aju kapillaaride endoteelis ekspresseeritud retseptoritega, vaid interakteerub hoopis veres
tsirkuleeriva niinimetatud ,,adaptervalguga®. Moodustunud peptiidi—adaptervalgu kompleks
seondub seejirel retseptoritele, mis paiknevad aju kapillaaride endoteelil, véimaldades peptiidi
transporti 1&bi HEB aju parenhiilimi (avaldamata andmed). Kédesoleva t60 eesmirk tuvastada
tdiendavaid peptiide, mis seonduvad nimetatud adaptervalguga, ning hinnata nende vdimet
akumuleeruda hiire ajus. Sellised uued peptiidid vdimaldaksid kinnitada adaptervalgu rolli
HEB-i iiletamises ning omaksid potentsiaalseid rakendusi suunatud ravimite

kohaletoimetamisel kesknéarvisiisteemi.

1.3. Faagidisplei

1985. aastal kirjeldas George Smith faagidisplei meetodit, mis vdimaldab eskpresseerida
(polii)peptiide liisogeensete bakteriofaagide pinnal fusioonina kapsiidivalguga. Meetodi
aluseks on fenotiiiibi ja genotiiiibi seos: iga faagi osake kannab endas DNA-d, mis kodeerib
pinnal ekspresseeritavat peptiidi vOi valku. Faagidisplei on osutunud ddrmiselt oluliseks
tooriistaks mitmetes biotehnoloogia ja meditsiini valdkondades, sealhulgas monoklonaalsete

antikehade valikul ja nende afiinsuse parandamisel (Bazan jt, 2012).

Faagidispleis  kasutatakse faage, mis nakatavad oma rekombinantse DNA-ga
peremeesorganismi, nditeks Eschericia coli’t. Rekombinantsete DNA vektorite pdhiomadus on
mahutada vodrast DNA segmenti, mis suudaks replitseeruda ka peremeesorganismis.
Faagidisplei vektor hakkab E. coli peremeesrakus siinteesima vOOrpeptiidi, mille
aminohappeline jérjestus médratakse faagi genoomi sisestatud nukleotiidjirjestuse alusel ning
ekspresseeritakse liitvalguna kapsiidil. Meetod erineb teistest ekspressioonsiisteemidest, nagu
parmi ja bakteri displeist selle poolest, et vodrgeenijérjestus on liidetud iihe faagi kapsiidivalgu
geeniga ning saadakse hiibriidne sulandvalk (Smith ja Petrenko, 1997, Liu jt, 2017). Selle
meetodiga on voimalik genereerida suures hulgas erinevaid peptiide voi valke, mida
ekspresseeritakse faagide pinnal. Faagidisplei raamatukogud on faagikloonide heterogeenne
segu, millest igatiks sisaldab erinevat voor-DNA fragmenti, mis kodeerib erinevat peptiidi
jérjestust, mida ekpresseeritakse kapsiidivalgu fusioonina. Kdik raamatukogus olevad peptiid-
faagi kloonid replitseeruvad ja toodavad viiruseosakesi, mille pinnal on sama peptiid. Samuti
vOib esineda mutatsioone peptiidi kodeerivad jérjestuses, mis vdib muuta peptiidide struktuuri
(Smith ja Petrenko, 1997). Raamatukogudest selekteeritakse vilja uuritavad peptiidid, mis

seonduvad marklauaga. Seondumata faagid eemaldatakse ning seondunud faage saab jérgnevalt
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paljundada. Kdikide meetodite puhul on vdimalik 1dbi viia mitmeid selektsiooniringe, mille

kéigus toimub sihtmérgiga seonduvate faagide rikastumine.
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Joonis 5. Faagidisplei meetodid. Faagidispleid saab kasutada in vitro, et leida peptiide voi valke, mis
seonduvad marklaud-rakkudega. In vivo puhul seonduvad uuritavad peptiidid/valgud spetsiifilisele
organile voi kasvajale loommudelis. Ex vivo meetodil seonduvad peptiidid/valgud koest isoleeritud
rakkudele. Joonis on muudatustega artiklist Liu (2017) ja selle tegemiseks on kasutatud
Biorender prorgrammi (BioRender.com).

Sihtmaérgiga seonduvaid peptiide avastatakse in vitro, in vivo, ex vivo ja rakuvaba meetoditel
(Liu jt, 2017). Faagidispleid saab kasutada in vitro, et leida peptiide vdi valke, mis seonduvad
méirklaudrakkudega. In vivo puhul seonduvad uuritavad peptiidid/valgud spetsiifilisele organile
voi kasvajale loommudelis. Looma vereringesse siistitakse faagiraamatukogu, hiljem
eemaldatakse seondumata faagid perfusiooni teel ning amplifitseeritakse kudedes olevad
faagid. Ex vivo meetodil seonduvad peptiidid/valgud varem eraldatud koe rakkudele (Joonis 5).

Rakuvaba meetodi puhul kasutatakse sihtméargina rekombinantset retseptorit vai valku.

1.3.1. Bakteriofaagid

Bakteriofaagid on viirused, mis nakatavad ja replitseeruvad vaid bakterirakkudes. Nagu koik
viirused, on ka faagid selektiivsed oma peremeesorganismide suhtes ja nakatavad tildjuhul
ainult tihte bakteriliiki voi -tiive (Kasman ja Porter, 2022). Faagiosakeste vabanemise viisi jargi
jagunevad faagid kahte gruppi — liiiitilised ja liisogeensed. Liiiitilise replikatsioonitsiikli puhul

viib faag oma genoomi peremeesbakteri tsiitoplasmasse ja kasutab valkude tootmiseks tema
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ribosoome, misjérel peremeesrakk liitisub ja vabanevad uued faagid. Liisogeense tsiikli puhul
viib faag samuti oma genoomi peremeesrakku, kuid selle asemel, et kohe replitseeruda ja rakku
luiisida, integreerub faagi DNA peremeesraku kromosoomi. Nii kandub faagi genoom edasi
koos bakteriraku jagunemisega, olles inaktiivses olekus (profaagina), kuni teatud tingimustel

voOib liisogeenne tsiikkel iile minna liititiliseks.

Faagidispleis kasutavate raamatukogude koostamisel kasutatakse erinevaid faage. Kdige
rohkem on kasutatud filamentseid faage, nagu M13, fl1 ja fd (Smith ja Petrenko, 1997).
Filamentne bakteriofaag on viiruste grupp, mis nakatab F-plasmiidi sisaldavaid
gramnegatiivseid baktereid, nditeks E. coli’t. Tavaliselt ei ole filamentne faag liiiitiline, seega
voivad faagiga nakatunud E. coli tiived vabastada uusi faagiosakesi nii, et ei toimu bakteriaalset
liisi (Hamzeh-Mivehroud jt, 2013). Filamentsete faagide pinnal peptiidiraamatukogude
displeiks saab kasutada kahte kapsiidivalku. Esimene on plll, mille abil saab faagi pinnal
kuvada 3-5 peptiidi koopiat, ja teine, pVIII, mille abil saab kuvada 2700 peptiidi koopiat.
Rohkem kasutatakse plII kattevalku, kuna see vdimaldab avastada suurema afiinsusega ligande

(Diaz-Perlas jt, 2016).

Uhe enam kasutatakse faagidispleiks liiiitilisi faage, nagu A, T7 vdi T4 (Yue jt, 2021). T7 on
dsDNA bakteriviirus, mis paljuneb nakatades E. coli rakke ja véljub bakterist selle liilisimisel.
T7 faagi on vOimalik geneetiliselt muundada nii, et peptiide ekspresseeritakse peamise
kapsiidivalgu C-terminaalse liitvalguna (Yue jt, 2021, Teesalu jt, 2012). Téppis- ja
nanomeditsiini laboris kasutatakse faagidispleis T7 bakteriofaagil pdhinevaid raamatukogusid,
nditecks CX7C raamatukogu, mis koosneb peptiididest, mille seitsmest juhuslikust
aminohappest moodustuvad peptiidide vahele kahe tsiisteiini vahel disulfiidsillad, mis

stabiliseerivad tsiiklilist peptiidistruktuuri (Torvinen jt, 2002).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmiirgid

Bakalaureuset66 eesmirk oli leida faagidisplei meetodil peptiide, mis seonduvad adaptervalgu

fragmentidega ning kindlaks teha, kas need peptiidid akumuleeruvad hiire ajus.

2.2. Materjal ja metoodika

Kiesolevas to0s kasutati jargmiseid adaptervalgu fragmente: 1, 2 ja 2b, mis on toodetud
Icosagenis. Samuti kasutati to6s nano- ja tdppismeditsiini laboratooriumis konstrueeritud kahte
faagiraamatukogu — CX7C (CXXXXXXXC, kus C on tsiisteiin ja X on juhuslik aminohape) ja
B raamatukogu, mis on konstrueeritud HEB penetreeriva kullerpeptiidi CBP jérjestuse pdhjal
— see sisaldab aminohappeid, mis on olulised CBP faagi akumuleerumiseks ajukoes ning 5
varieeruvat positsiooni (X). Faagiraamatukogu amplifitseerimine ja puhastamine viidi 1dbi

jérgides PdSnograjeva ja kolleegide protokolli (PdSnograjeva jt, 2022).

2.2.1. Faagi ja faagiraamatukogu amplifitseerimine ja puhastamine

Antud t60 jaoks kasvatati E. coli BLT5403 kultuuri (Novagen, USA) faagi ja faagiraamatukogu
amplifitseerimiseks ning BLT5615 kultuuri (Novagen, USA) faagi tiitrimiseks. Mdlemat tiive
kiilvati ampitsilliiniga (50 pg/ml) LB-tardsd6tme tassile ning kasvatati iile6o 37°C juures.
Jargmisel paeval voeti molemalt tassilt liks koloonia ning molemat inokuleeriti 25 ml LB-
vedelsdotmesse, mis sisaldas karbenitsilliini (50 mg/ml). Kultuure kasvatati bakteriloksutis

(Eppendorf, USA) 200 rpm 37°C juures iiledo.

Jargmisel hommikul lahjendati E. coli BLT5403 ning E. coli BLT5615 iile6dkultuuri 1:100
eelsoojendatud LB-s66tmega ja kasvatati loksutil 200 rpm 37°C juures, kuni moddeti ODgoo
vaartuseks 0,5 (ingl k optical density, OD). E. coli BLT5615 kultuuri hoiustati kuni iiks kuu
4°C juures. E. coli BLT5403 kasutati edasi faagi amplifiktasioonil. Kultuuride optilist tihedust

moddeti spektrofotomeetriaga (BioPhotometer Plus, Eppendorf, USA).

Iga faagiklooni voi faagiraamatukogu amplifitseerimiseks valati kolbi 100 ml eelnevalt
valmistatud E. coli BLT5403 ODe0o=0,5 kultuuri ning 100 pl vastavat faagiklooni voi
faagikloonide segu. Igat kolbi inkubeeriti loksutil 200 rpm 37°C juures ca 1,5 h vai kuni

tekkisid liitisiniidid ja segu oli vihem hégune.
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Iga faagi voi faagiraamatukogu liisaat jaotati kolme 50 ml tuubi — 26 ml valminud liisaati
segati 3 ml SM NaCl-ga. Seejirel tsentrifuugiti segu 10 minutit kiirusel 8000 x g 4°C juures
(Eppendorf 5810R, rootor F-34-6-38). Peale tsentrifuugimist valati supernatant uude 50 ml
plastiktuubi ning lisati 9 ml 50% PEGS8000, segati ja inkubeeriti jddl vdhemalt 30 minutit.
Tsentrifuugiti kiirusel 8000 x g 10 minutit 4°C juures, seejirel eemaldati supernatant ning

sademel lasti kuivada 15 minutit. Tuubi kiiljel olev sade suspendeeriti 1,8 ml 1x PBS-s.

62,5% CsCl alglahusest tehti 3 erineva kontsentratsiooniga PBS:CsCl lahust. Kdik lahused
pipeteeriti kindlas jérjekorras ultratsentrifuugi tuubi. Esimese kihi tase maérgiti tuubile, peale
ultratsentrifuugimist tekib sinna Shuke sinine faagide kiht. Proove tsentrifuugiti 45 minutit
SW60Ti pendelrootoriga (Beckman Coulter) 40000 rpm 22°C juures. Peale
ultrastentrifuugimist torgati 3 ml siistal ldbi plastiktuubi seina ja koguti vdhemalt 1 ml faagi

(Joonis 6).
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Joonis 6. CsCl-puhastamise kihtide jaotus. Kdige peamisele kihile jddvad liiisitud E. coli
jddgid ja sinine joon nditab faagi asukohta. Joonis on muudatustega artiklist PoSnograjeva jt
(2022) ja selle tegemiseks on kasutatud Biorender prorgrammi (BioRender.com).

2.2.2. Dialiiiis ja tiitrimine

I ml CsCl-puhastatud faagi siistiti 3500 kDa MWCO-ga dialiiiisikasetti (Thermo Fisher
Scientific, USA). Faage dialiilisiti 2 liitris 1x PBS-s magnetsegajal 1 h toatemperatuuril.
Seejirel vahetati dialiilisipuhver ning dialiiiisiti veel 1 h. Peale dialiilisi tdmmati siistlaga puhas

faagisuspensioon dialiiiisikasetist vélja ning méadrati selle tiiter.
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Faagisegu tiitrimiseks valmistati lahjenduste rida LB s66tmes, mis vOimaldas méérata faagi
tiitri vahemikus 103 kuni 10'? faagilaiku moodustavat iihikut (PFU)/ml. Tiitrite maddramiseks
kasutati eelnevalt kasvatatud E. coli bakteritiive BLT5615 kultuuri. 15 ml uubi lisati 500 pl
bakterit, 100 pl lahjendatud faagisegu ja 5 ml top-agarit (0,7% agari lahus LB-s), millele oli
eelnevalt lisatud 1M isopropiiiil-p-tiogalaktosiidi (IPTG). Segati ja valati LB tardsé6tmega
Petri tassile ning inkubeeriti {ile66 toatemperatuuril voi 4+ tundi 37°C juures, kuni faagilaigud

olid tassil ndhtavad. Seejérel loeti kokku faagi liilisilaigud ning arvutati faagide tiiter alglahuses.

2.2.3. Rakuvaba faagidisplei

Faagidispleis kasutati Strep-Tactin magnetkerakesi (#5090-0038, Cube Biotech, Germany),
mis sobivad tootamiseks valkudega, mis on fuseeritud Strep-tag II vdi Twin-Strep-tag-ga.
IcoSageni toodetud adaptervalgu fragmentide N-terminuses ekspresseeritakse Strep-tag II.
Toos kasutati iihte positiivset kontrolli, mis seondub adaptervalgu 2b fragmendiga ja
akumuleerub hiire ajus (CBP) ja negatiivset kontrolli, mis ei seondu adaptorvalguga ning ei
akumuleeru hiire ajus (G7), kahte faagiraamatukogu (CX7C ja B raamatukogu) ning 3
adaptervalgu fragmenti (1, 2 ja 2b). Katseid tehti kolmes voorus.

Uhte 1,5 ml tuubi pipeteeriti 80 ul magnetkerakesi, iihe reaktsiooni kohta 10 ul kerakesi. Neid
pesti kolm korda 1 ml pesupuhvriga 1 (1x PBS, 0,1% NP40) magnetilisel eraldajal. Peale
viimast pesu resuspendeeriti magnetkerakesed 1,6 ml puhvris ja jagati 8 tuubi vahel. Igale
tuubile lisati veel 200 pl pesupuhvrit, et [dppmaht oleks 400 ul. Igasse tuubi lisati 40 pg kindlat

adaptervalgu fragmenti.

Esimene inkubatsioon toimus pdodrleval segajal 1h toatemperatuuril. Peale inkubatsiooni
tsentrifuugiti tuube lauatsentrifuugis ja inkubeeriti 1 minut magnetilisel eraldajal. Seejdrel pesti
kerakesi 3 korda pesupuhvriga 2 (pesupuhver 1+1% BSA). Kerakesed resuspendeeriti esimeses
voorus 400 ul pesupuhvris, vilja arvatud reaktsioonides G7 ja CBP, kus kerakesed

suspendeeriti 250 pl puhvris. Teises ja kolmandas voorus suspendeeriti kdik reaktsioonid 400

pl.

Esimeses voorus lisati 400 ja 250 pl kerakestele vastavalt 100 pl ja 250 pl faagi voi
faagiraamatukogu, et Idppmaht oleks 500 ul. Faagi 16ppkogus tuubis oli 2.5x10° pfu. Teises ja
kolmandas voorus lisati 400 pl kerakestele soltuvalt faagilahuse algkontsentratsioonist

reaktsioonile kindel kogus faagi voi faagiraamatukogu (lisa 1). Teises ja kolmandas voorus oli
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16ppmaht samuti 500 pl. Tuube inkubeeriti poorleval segajal 1 tund 4°C juures. Peale
inkubatsiooni tsentrifuugiti tuube lauatsentrifuugis ning inkubeeriti magneteraldajal 1 minut.
Jargnevalt tehti iga reaktsiooniga 5 pesu ning iga pesu korral vahetati tuube, kuna faagid on
,kleepuvad“ ning valgule mitte kinnitunud faag v3ib seonduda tuubi seinale. Seejérel lisati
igale reaktsioonile 1 ml elueerimispuhvrit (#1042-0140, Cube Biotech, Germany) ja proove
inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Inkubatsiooni jirel tsentrifuugiti tuube
lauatsentrifuugis, eraldati kerakesed magneteraldajal ja koguti 1 ml eluaati uude tuubi.

Viimaseks, igast reaktsioonist 10 pl kasutati tiiterdamiseks. Tiiterdamine toimus peatiiki 2.2.2.

jérgi.
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Joonis 7. Skemaatiline joonis rakuvaba faagidisplei meetodist. Strep-Tactin
magnetkerakesed inkubeeriti adaptervalgu fragmendiga ning seejdrel faagiraamatukoguga, et
faagid seonduksid sihtmérgiga. Seondumata faagid eemaldatakse pesudega ning seondunud
faagid elueeritakse ja hiljem tiiterdatakse. Saadud eluaat on algmaterjaliks jirgmises voorus.
Joonis on tehtud Biorender programmis (BioRender.com).

2.2.4. Amplifikatsioon vedelsootmes

Faagidispleis alles jddnud eluaati (990 pl) kasutati edasi preamplifikatsioonis. Kuna faagitiiter
oli suurusjargus 10*-10° pfu/ml, siis lisandub preamplifikatsiooni samm, kus faagi
paljundatakse vdikesed koguses ja madalama tihedusega kultuuris. Seda sammu vahele jéttes

ei toimu faagi amplifikatsioon efektiivselt. Preamplifikatsiooniks lahjendati E. coli tiive
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BLT5403 iile6okultuuri 1:100 eelsoojendatud LB-s66tmega ning kasvatati lokustil 200 rpm
37°C juures kuni ODgoo vdirtus oli 0,1. 50 ml Falconi tuubi lisati 990 ul eluaati ja 1 ml E. coli
tiive BLT5403 OD=0,1. E. coli tiive BLT5403 kultuuri ODgoo vddrtusega 0,1 kasvatati edasi,
kuni ODegoo védrtus oli 0,5. Preamplifikatsiooni segud inkubeeriti loksutis 1,5 tundi. Peale
preamplifikatsiooni lisati igasse tuubi 26 ml E. coli tiive BLT5403 (OD=0,5) ning igat tuubi
inkubeeriti loksutil kuni litisiniitide tekkimiseni. Jérgnevalt puhastati proove ja tiiterdati
peatiikkide 2.2.2. ja 2.2.3. jirgi. Saadud faagitiitrite jérgi arvutati, kui palju faagi voi
faagiraamatukogu tuleb lisada teises ja kolmandas voorus, 16ppkontsentratsiooni valimisel

ldhtuti kdige madalamast faagikontsentratsioonist.

2.2.5. Sanger sekveneerimine

Kolmanda vooru kahest proovist (CX7C+2b adaptervalgu fragment ja B raamatukogu+2b
adaptervalgu fragment) sekveneeriti faagide peptiidi kodeerivad jirjestused kasutades Sangeri
sekveneerimist. Mdlema proovi jaoks valmistati lahjenduste rida ja tiiterdati. Jargmisel paeval
sekveneeriti iga proovi kohta 48 faagilaigu DNA, milleks puudutati laiku pipetiotsikuga ja
asetati otsik 30 pl 1x PBS-i. Valmistati reaktsioonisegu, mis sisaldas 1 reaktsiooni kohta: 3 pl
5x HOT FIREPOL Blend Master Mix (Solis BioDyne, Eesti), 0,075 pl Forward T7 upstream
praimerit (jarjestus 5’-TAATACGACTCACTATAGGG- 3°), 0,075 ul Forward T7
downstream praimerit (jarjestus 5° -GCTAGTTATTGCTCAGCGG- 3’°) (Integrated DNA
Technologies, Belgia), 10,85 ul MQ vett. Viimasena lisati 2 pl faagi DNA-d PBS-is.
Poliimeraasi ahelareaktsiooni (PCR) ldbiviimiseks kasutati termotsiiklerit (Eppendorf Master

Cycler Nexus, USA) ja programmi:

95°C 12 min

95°C 20 sek

62°C 20 sek 20 tsiiklit
72°C 10 sek

72°C 10 min

4°C Stopp

Proovid sekveneeriti Sangeri meetodil Tartu Ulikooli genoomika instituudi tuumiklaboris.
Modlema proovi tulemuste seast valiti kokku 14 peptiidi jérjestust, mida esines kdige rohkem
voi milles oli esindatud korduv aminohappeline motiiv. Huvipakkuvate peptiide seondumist

adaptervalgu 2b fragmendile uuriti rakuvabas seondumiskatses.
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2.2.6. Faagide kloneerimine ja seondumiskatse magentkerakestel

Peptiide kodeerivad nukleotiidsed jirjestused klooniti T7 47/5-1b (Novagen, USA) faagi
genoomi, et neid hakataks ekspresseerima bakteriofaagi pinnal. Komplementaarsed
oligonukleotiidid valmistati Jasper August Tootsi tehtud programmis
(https://phages.streamlit.app/phage-sequencing).  Alguses lahjendati komplementaarsed
oligonukleotiidid MQ vees 16ppkontsentratsiooniga 80 nM ning kuumutati termoblokis (Biosan
TDB-120, Léti) temperatuuril 80°C juures 10 minutit. Peale kuumutamist liilitati termoblokk
vélja ja proovidel lasti toatemperatuurini jahtuda, et komplementaarsed oligonukleotiidid
anniiluks. Jargnevalt segati jddl kokku ligeermissegu (Tabel 1). Ligeerimissegule lisati

viimasena 1 pl anniilunud oligonukleotiide ning ligatsioon toimus 2h toatemperatuuril.

Tabel 1. Ligeerimissegu.

Reagent 1 reaktsiooni kohta
Vector arms (Novagen) (lahjendamata: 0,5 pg/ul 1wl

T4 DNA ligaasi puhver (NEB) 0,5 ul

T4 DNA puhver (NEB) 0,2 ul

MQ vesi 2,3 ul

Seejérel segati 1,5 ml Eppendorfi tuubis kokku 0,5 pl ligeerimissegu ja 2,5 ul pakkimissegu
(Novagen) ja inkubeeriti 2 h toatemperatuuril. Jargnevalt lisati pakkimissegule 120 ul LB-
s00det ja valmistati lahjenduste rida ning tiiterdati. Jargmisel pdeval sekveneeriti iga

faagiklooni kohta nelja plaagi DNA peatiiki 2.2.5. jargi.

Kandidaatpeptiide testiti rakuvaba faagidisplei meetodil, mis on kirjeldatud peatiikis 2.2.3.
Enne rakuvaba faagidispleid amplifitseeriti ja puhastati kloneeritud faage peatiiki 2.2.1. jérgi.

2.2.7. Biodistributsiooniuuringud hiirtes

Loputdos kirjeldatud loomkatseid viidi 14bi jargides loomkatse 1dbiviimise luba nr 299 (lisa 2)
ning loomkatseid viidi 14bi bakalaureuse t06 autori juhendaja Kristina PdSnograjeva
juhendamisel. Katsete kéigus kasutati 16 isast Balb/c albiino immuunpuudulikkusega hiirt,
kelle vanus oli 8-16 niidalat ja kehakaal 25-30 grammi. Katsed viidi libi Tartu Ulikooli bio- ja

siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuses.
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In vivo faagidispleis siistiti hiiri intravenoosselt ehk sabaveeni bakteriofaage sisaldava
fiisioloogilise lahusega, mille maht oli 100 pl. /n vivo faagidispleis kasutatakse kolmandas
voorus elueeritud faagisegu ning algset CX7C raamatukogu (CX7C+2b, B raamatukogu+2b,
CX7C raamatukogu), mis olid eelnevalt PEG8000 sadestamise, tseesium gradient-
tsentrifuugimise ja dialiiiisi abil puhastatud, et eemaldada lipopoliisahhariidid jt kontaminandid.
Iga raamatukogu testimiseks kasutati kahte looma ning iiksikute faagikloonide testimiseks
kasutati kolme looma ja kontrollfaagide testimiseks kahte looma. Faagidel lasti tsirkuleerida 30
minutit ning sellel ajal katseloomalt proove ei voetud. Peale faagi tsirkulatsiooni viidi loomad
sligavasse anesteesiasse kasutades anesteetikumi deksmedetomidiini (0,1 mg/kg) ja ketamiini
(75 mg/kg), mida siistiti katselooma kdhudonde. Hiir fikseeriti alusele ja avati kdhudds ning
diafragma. Siidame paremasse kambrisse tehti vidike sisseldige ning siidame vasakusse
vatsakesse torgati perfusioonindel. Veretustamine viidi 14dbi perfusiooni teel 20 ml PBS-ga.
Perfusioon viidi 14bi kuni maks ja neerud olid muutunud heledaks. Loomadelt voeti maks ja
aju, mis kaaluti ning asetati 14 ml Falconi tuubi, kuhu oli varasemalt lisatud 1 ml LB+ 1%

NP40. Koed homogeniseeriti (OMNI International, USA) ning tiiterdati.

2.2.8. Andmeanaliiiis

Kogu andmeanaliilis viidi ldbi kasutades Prism tarkvara (GraphPad, versioon 10) ning
programmi Microsoft Excel. Graafikutel ndidatud katsepunktid on saadud katsekorduste arvu
aritmeetilise keskmisena ja tulpadel olevad vearistid niitavad standardhidlvet (SD).
Statistiliseks andmeanaliiiisiks kasutati Kruskal-Wallise testi ning erinevused loeti oluliseks,

kui p oli vdiksem kui 0,05.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Rakuvaba faagidisplei CX7C ja B raamatukogudega

Too esimese poole eesmirk oli leida kandidaatpeptiide, mis seonduksid adaptervalguga
kasutades rakuvaba faagidispleid. Adaptervalk on suur valk ning tervikliku valgu tootmine ja
puhastamine osutus vOimatuks, selle asemel jagati valk kuueks vdiksemaks fragmendiks — 0, 1,
2,2b, 3,4 ja5 — kusjuures fragment 2b on fragmendi 2 mutant (Joonis 8). Adaptervalgu
fragmendid toodeti ja puhastati Icosagenis. Antud t60s kasutati rakuvabas faagidispleis kolme
adaptervalgu fragmenti — 1, 2 ja 2b. 2b fragmendile seondub téppis- ja nanomeditsiini laboris
varasemalt kirjeldatud HEB penetreeriv peptiid CBP (publitseerimata andmed). Seega piistitati
hiipotees, et ka teised peptiidid, mis seonduvad adaptervalgu 2b fragmendile, voivad
akumuleeruda ajukoes. Paralleelselt kasutati ka fragmente 1 ja 2, et uurida, kas ka nende

fragmentidega seonduvad ligandid on vdimelised libima HEB-i ja akumuleeruma ajus.

N-terminus
Fragment 0

Fragment 1
— S 8
— 3
r—
\ Fragment 2
Fragment 2b
Fragment 5
— <
Fragment 4 ilma C-terminuse m— > Fragment 3 koos C-terminuse
sabata
sabaga
C-terminus J

Joonis 8. Adaptervalgu fragmentide skeem. Fragmentide N-terminuses on Twin-Strep Tag,
mis seondub kodige tugevamalt Strep-Tacin’ga. Joonis on tehtud Biorender programmis
(BioRender.com).

Faagidispleis kasutati kahte tsirkulaarset faagiraamatukogu, mis on valmistatud tippis- ja
nanomeditsiini laboris. CX7C (CXXXXXXXC, kus C on tsiisteiin ja X on juhuslik aminohape)

on raamatukogu, kus on seitse varieeruvat aminohappe positsiooni. Teine raamatukogu (B) on
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disainitud HEB penetreeriva peptiidi CBP adaptervalguga seondumise motiivi pdhjal — see

sisaldab kolme fikseeritud aminohapet ning viite varieeruvat positsiooni (X).

Rakuvaba faagidisplei esimeseks sammuks oli magnetkerakeste funktsionaliseerimine
adaptervalgu fragmendiga. Seejdrel lisati magnetkerakestele faagiraamatukogu, positiivne
kontroll CBP (seondub adaptervalgu fragmendiga 2b) vdi negatiivne kontroll G7 (ei seondu
ithegi adaptervalgu fragmendiga) (Joonis 9). Seondumata faagid pesti magnetkerakestelt maha
ning seondunud faagid elueeriti ning médrati eluaadi tiiter. Faagiraamatukogu eluaati kasutati
jérgnevas selektsioonivoorus. Kokku tehti kolm vooru. CX7C raamatukogu korral kasvas
seondunud faagi % esimese ja kolmanda vooru vahel kdigi kolme fragmendi puhul, mis viitab
sellele, et faagidisplei kdigus toimus faagiraamatukogus adaptervalgu fragmendile seonduvate
peptiidide rikastumine. Fragment 1 puhul oli seondunud faagi % kolmandas voorus peaaegu 10
korda korgem vdrreldes esimese vooruga ja fragment 2 puhul 8 korda kdrgem. Fragment 2b
puhul oli seondunud faagi % teises voorus 7 korda korgem vorreldes esimese vooruga, kuid
teise ja kolmanda vooru vahel seondunud faagi % ei kasvanud (Joonis 10). B raamatukogu
puhul oli kolme vooru tulemusena seondunud faagi % kasvanud ainult adaptervalgu
fragmendiga 2b — kolmandas voorus oli seondunud faagi % 620 korda korgem vorreldes
esimese vooruga (Joonis 11). Kolmanda vooru proovidele, kus kasutati adaptervalku 2b, tehti
ka Sangeri sekveneerimine ning tulemuste pdhjal valiti edasiseks testimiseks 14 peptiidi, mida

esines koige rohkem vai milles oli esindatud korduv aminohappeline motiiv.

Postiivne vs negatiivne kontroll

0.20 -
°
S 0.15-
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8
= 0.10-
c
-
2
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Q
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0.00 . .
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&° &°
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Joonis 9. Positiivse (CBP) ja negatiivse (G7) kontrolli seondumine adaptervalguga.
Diagrammil on katse kdigus saadud tulemused esitatud valgule seondunud faagi protsendina
{[elueeritud faag (pfu)/kerakestele lisatud faag (pfu)]*100%}. CBP seondumine adaptervalgu
fragmendiga 2b on 264 korda korgem kui negatiivse kontrolli seondumine.

23



CX7C raamatukogu

0.004 -
Voor 1

R
‘5, 0.003 Voor 2
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0.000 T T T

1 2 2b
Adaptorvalgu fragmendid

Joonis 10. CX7C raamatukogu rikastumine faagidisplei voorudes 1-3. Diagrammil on katse

kdigus saadud tulemused esitatud valgule seondunud faagi protsendina. Kdige korgemat
rikastumist néitab fragment 1.

B raamatukogu
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1 2 2b
Adaptorvalgu fragmendid

Joonis 11. B raamatukogu rikastumine faagidisplei voorudes 1-3. Diagrammil on katse
kdigus saadud tulemused esitatud valgule seondunud faagi protsendina. Fragment 2b puhul on
rikastumine esimese ja kolmanda vooru vahel 620-kordne.

2.2.2. Kandidaatpeptiidide seondumine adaptervalgu fragmendiga 2b

Faagidisplei kolmandast voorust vélja valitud kandidaatpeptiidide ja kontrollpeptiididega viidi
1abi seondumiskatse Strep-Tactin magnetkerakestel. Kandidaatpeptiidid 1-10 on CX7C
raamatukogust ja 11-15 on périt B raamatukogust. Peptiide kodeerivad jarjestused kloneeriti
T7 faagi genoomi, misjérel peptiidid ekspresseerusid faagi pinnal faagi pinnavalgu fusioonina.
14 kandidaatpeptiidi seondumist adaptervalgu 2b fragmendile vorreldi CBP-ga (positiivne
kontroll) ja G7-ga (negatiivne kontroll). Kaks peptiidi (12 ja 13), mis on pédrit B
raaamatukogust, néitasid kdrgemat seondumist adaptervalgu fragmendiga 2b kui CBP, kuid
erinevus ei olnud statistiliselt oluline (P>0,05). Samas, peptiidide 12 ja 13 seondumine
fragmendile 2b oli statistiliselt oluliselt kdrgem vorreldes negatiivse kontrolliga G7 (P<0,05)

(Joonis 12). CX7C raamatukogust valitud peptiididest ei olnudki iihegi seondumine tugevam

24



kui vorreldava CBP-ga. Uks peptiid CX7C raamatukogust seondus adaptervalgu 2b
fragmendiga 4 korda paremini kui negatiivne kontroll G7, kuid erinevus ei olnud statistiliselt

oluline (P>0,05) (Joonis 13).

B raamatukogu

6x107 -
_ 4x107 1
= &
B
o

2x107 -

(] °o®
0——T—T—T—T T

11 12 13 14 15CBPG7
Joonis 12. B raamatukogu kandidaatpeptiidide seondumine adaptervalgu 2b
fragmendiga. Kdige tugevamat seondumist adaptervalgu fragmendiga 2b niitasid peptiidid 12
ja 13. Varreldes G7 kontroll-peptiidiga, oli mdlema seondumine statistiliselt oluliselt tugevam
peptiid 12 puhul (P<0,01) ja 13 puhul (P<0,05). Vorreldes CBP-ga ei olnud kummagi peptiidi
seondumine statistiliselt oluliselt erinev. Tulpadel olevad vearistid néitavad standardviga.

CX7C raamatukogu
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Joonis 13. CX7C kandidaatpeptiidide seondumine adaptervalgu 2b fragmendiga. Kdige
tugevam seondumine oli peptiidiga number 3, mis seondus fragmendiga 2b 4 korda paremini
kui G7. Kruskal-Wallise testi tulemusena ei ole aga tihegi peptiidi scondumine 2b fragmendiga
statistiliselt oluliselt erinev vorreldes negatiivse kontrolliga (P>0,05). Tulpadel olevad vearistid
niitavad standardviga.
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2.3.3. In vivo faagidisplei ja kandidaatpeptiidide testimine

In vivo Kkatsetega sooviti hinnata, kas rakuvaba faagidisplei kdigus on toimunud
faagiraamatukogus selliste peptiidide rikastumine, mis akumuleeruvad ajus. Samuti uuriti kahe

uue kandidaatpeptiidi akumuleerumist ajus.

Hiirte sabaveeni siistiti faagidisplei 3. vooru proove, mis olid selekteeritud adaptervalgu 2b
fragmendi vastu. Kontrollina siistiti esialgset CX7C raamatukogu (naiivne CX7C). Faagidel
lasti tsirkuleerida 1 tund. Igas riilhmas kasutati kahte looma. Peale tsirkuleerimist hiired
anesteseeriti ja perfuseeriti PBS-iga. Hiirtelt eemaldati aju ja kontrollorganina maks. Koed
homogeniseeriti ja médrati, kui palju faagi akumuleerus hiire ajus ja maksas. Seejérel arvutati,
kui suur osa kogu siistitud faagist akumuleerus hiire ajus:

ajus akumuleerunud faag (PFU)
sustitud faag (PFU)

* 100%

Faagidisplei 3. vooru faagiraamatukogude akumulatsioon hiire ajus oli kdrgem vorreldes
esialgse CX7C raamatukoguga — CX7C raamatukogu puhul oli akumulatsioon keskmiselt 47
korda kdrgem ja B raamatukogu puhul 150 korda korgem, kuid erinevused ei olnud statistiliselt

oluliselt erinevad.

Faagi akumulatsioon ajus
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Ajus akumuleerunud faagi %
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Joonis 14. 3. vooru 2b fragmendiga seondunud faagiraamatukogude akumuleerumine
ajus. Diagrammil on katse kdigus saadud tulemused esitatud protsendina tagasisaadud faagist.
Tulpadel olevad vearistid nditavad standardviga. Kruskal-Wallise testi pdhjal ei ole B
raamatukogu ja CX7C raamatukogu 3. vooru proovidel statistiliselt olulist erinevust vorreldes
CX7C algraamatukoguga (P>0,05).
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Hiire sabaveeni siistiti kummastki raamatukogust parit tiks kandidaatpeptiid, mille seondumine
adaptervalgu 2b fragmendiga oli tugevaim — kandidaatpeptiid 3 CX7C raamatukogust ja 12 B
raamatukogust. Kummagi kandidaatpeptiidi testimiseks kasutati kolme katselooma. Positiivse
kontrollpeptiidina kasutati CBP, kuna see labib HEB ja akumuleerub hiire ajus (publitseerimata
andmed) ja negatiivse kontrollpeptiidina kasutati G7, kuna see ei 1dbi HEB ja ei akumuleeru
ajus. Modlema peptiidi testimiseks kasutati kahte looma. Faagide tsirkulatsiooniaeg oli 1 tund,
peale mida hiired viidi siigavasse anesteesiasse ja scondumata faagid eemaldati perfusiooniga.
Hiirtelt eemaldati aju ja kontrollkoena maks. Koed homogeniseeriti ja méiérati iga koe

faagitiiter.

CBP akumulatsioon ajus oli korgem vorreldes negatiivse kontrolliga, mis on kooskdlas
varasemalt ~meie  uurimisriihmas  tehtud  katsetega  (publitseerimata  andmed).
Kandidaatpeptiidide 3 ja 12 akumulatsioon ajus oli keskmiselt korgem vorreldes negatiivse
kontrolliga, kuid varieeruvus katseloomade vahel oli kdrge, seega ei ole erinevus statistiliselt

oluline.

Faagi akumulatsioon ajus

40

PFU/mg

20 ®

1

0 T T 1 T
CBP G7 3 12

Joonis 15. Kandidaatpeptiidide ja kontrollpeptiidide akumulatsioon ajus. Diagrammil
nditab Y-telg faagi tiitrit koe massi kohta. Tulpadel olevad vearistid nditavad standardviga.
Kruskal-Wallise testi tulemusena ei ole iikski peptiid vorreldes G7-ga statistiliselt oluline
(P>0,05).
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Faagi akumulatsioon maksas
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Joonis 16. Kandidaatpeptiidide ja kontrollpeptiidide akumulatsioon maksas. Diagrammil
nditab Y-telg faagi tiitrit koe massi kohta. Tulpadel olevad vearistid nditavad standardviga.

Kruskal-Wallise testi tulemusena ei ole iikski peptiid vorreldes G7-ga statistiliselt oluline
(P>0,05).

PFU/mg
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2.4. Arutelu

Kéesoleva bakalaureusetoé eesmérgiks oli leida kandidaatpeptiide, mis seonduksid
adaptervalgu fragmendiga 2b ja testida nende akumulatsiooni ajukoes ja kontrollorganites.
Varasemalt avastatud HEB-i penetreerivad peptiidid pddsevad ajju, sidudes end otse
kapillaarides paiknevatele retseptoritele, mis vdimaldab nende transporti retseptorvahendatud
transtsiitoosi kaudu. Néiteks laialdaselt kasutatav peptiid Angiopep-2 (peatikk 1.2.2.1.)
seondub retseptoriga LRP-1, mis ekspresseerub HEB-i endoteelirakkude pinnal. Pirast
seondumist internaliseeritakse kompleks endotsiitoosi teel ning transporditakse edasi aju
parenhiiiimi. Nano- ja tdppismeditsiini laboris avastatud peptiid CBP transporditakse ajju veres
tsirkuleeruva adaptervalgu vahendusel, mis moodustab silla peptiidi ja HEB-i transtsiitoosi
retseptorite vahel. Tekkinud kompleks seondub kapillaaridel ekspresseeritavatele retseptoritele
ning vdimaldab peptiidi ldbipddsu HEB-i (publitseerimata andmed). Sellist HEB lédbimise
mehhanismi pole varem kirjeldatud. Kéesoleva uurimistod eesmirk oli testida, kas ka teised
adaptervalguga seonduvad peptiidid suudavad akumuleeruda ajus. Kui see kinnitust leiab, vdiks
adaptervalku potentsiaalselt kasutada sihtmirgina erinevate afiinsusligandide — niiteks

antikehade v0i aptameeride — véljatootamiseks, et parandada HEB-i penetratsiooni.

Bakalaureuset66 kéigus viidi 14bi rakuvaba faagidisplei, et leida uusi peptiide, mis seonduksid
adaptervalgu fragmentidega. Esiteks kasutati faagiraamatukogu, kus faagide pinnal
ekspresseeritakse seitsmest juhuslikust aminohappest koosnevaid tsiiklilisi peptiide (CX7C).
Selle raamatukoguga nigime, et faagide seondumine adaptervalgu fragmentidega (1, 2 ja 2b)
oli voorus 3 kdrgem kui voorus 1. See viitab, et igas voorus on kasvanud selliste faagide arv,
mis ekspresseerivad pinnal adaptervalgu fragmendiga seonduvat peptiidi. Seega on seondumise
kasv voorude vahel esmaseks mirgiks, et faagidisplei oli edukas (Prakash jt, 2019). Kuna CBP
seondub 2b fragmendile, otsustati Idhemalt uurida peptiidijérjestusi, mis seonduvad just sellele
fragmendile, kuigi tulevikus oleks oluline teada, kas ka teistele adaptervalgu fragmentidele
seonduvad peptiidid akumuleeruvad ajus, voi peab ligand HEB ldbimiseks seonduma just

adaptervalgu 2b fragmendile.

Maidrati ka adaptervalgu 2b fragmendi 3. vooru proovide akumulatsioon ajus ja vorreldi seda
esialgse raamatukogu akumulatsiooniga ajus. See aitab hinnata, kas kolme faagidisplei vooru
jérel on faagiraamatukogus peptiide, mis akumuleeruvad ajus. Nii CX7C kui ka B raamatukogu
3. vooru proovide akumulatsioon ajus oli korgem kui esialgse raamatukogu akumulatsioon, mis
viitab sellele, et kolme rakuvaba faagidisplei vooru jérel voib kumbki raamatukogu sisaldada

peptiide, mis ldbivad HEB ja akumuleeruvad ajus. Jargmiseks eesmérgiks oli tuvastada
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faagiraamatukogudest need peptiidijérjestused, mis seonduvad 2b fragmendile ja testida, kas

need akumuleeruvad ajus.

Sangeri sekveneerimise abil tuvastati 3. vooru faagiraamatukogudest peptiidid, mis on
ekspresseerunud 2b fragmendiga seondunud faagide pinnal. Edasiseks testimiseks valiti 14
kandidaatpeptiidi. Peptiidid 1-10 olid périt CX7C raamatukogust, mille seondumine 2b
fragmendiga oli vorreldes positiivse kontrolliga (CBP) kuni 142 korda madalam. Rakuvabas
seondumiskatses oli kdigi kandidaatpeptiidide vahel véike erinevus vdrreldes negatiivse
kontrolliga. In vivo katsete jaoks valiti iiks peptiid (number 3), mille seondumine adaptervalgu
2b fragmendile oli kodige korgem. Loomkatses néhti, kandidaatpeptiidi 3 keskmine
akumulatsioon ajus on kdrgem vorreldes negatiivse kontrollpeptiidiga ja madalam vorreldes
positiivse kontrollpeptiidiga CBP, kuigi erinevused ei ole statistiliselt olulised. Korge
varieeruvus loomade vahel v3ib tuleneda nii katse labiviimisest — erinevustest intravenoossel

siistimisel ja perfusioonil — kui ka fiisioloogilistest erinevustest loomade vahel.

B raamatukogu oli disainitud CBP peptiidi pdhjal — see sisaldab fikseeritud aminohappeid (3
aminohapet), mis on olulised CBP transportimiseks 14bi HEB-i (publitseerimata andmed).
Samuti sisaldab raamatukogu 5 varieeruvat positsiooni. Rakuvabas faagidisplei kolme vooru
jooksul kasvas B raamatukogu seondumine 2b fragmendile, kuid mitte teistele adaptervalgu
fragmentidele. See oli oodatav tulemus, kuna raamatukogu sisaldab sama aminohappelist
motiivi kui CBP peptiid, mis seondub 2b fragmendile. Viis peptiidi (11-15) B raamatukogust
valiti testimiseks rakuvabas seondumiskatses ning selle tulemusena tuvastati kaks peptiidi (12
ja 13), mille seondumine adaptervalgu fragmendiga 2b oli kuni 2 korda korgem vorreldes CBP-
ga. In vivo testimiseks valiti B raamatukogust tiks peptiid (12), kuna peptiidide 12 ja 13 vahe
seisnes ainult ihes aminohappes. Loomkatses ndhti sarnaselt esimese kandidaatpeptiidiga, et
peptiidi 12 keskmine akumulatsioon ajus on kdrgem vorreldes negatiivse kontrollpeptiidiga ja
madalam vorreldes positiivse kontrollpeptiidiga CBP, kuigi erinevused ei ole statistiliselt

olulised.

Kiesolevas t60s médrati uute kandidaatpeptiide ekspresseerivate faagide akumulatsiooni ajus.
Kuigi veres ringlevad seondumata faagid eemaldati ajukoest perfusiooni teel, siis antud t60s
kasutatud meetodiga (kogu aju purustamine ja faagitiitri mdaramine) ei ole vdimalik eristada
HEB labinud faage nendest faagidest, mis on seondunud aju veresoonte endoteelirakkudega,
kuid pole HEB lébinud. Sellist ndhtust on tdheldatud Alzheimeri ravimite puhul, kus antikeha

voib seonduda veresoonte pinnal paikneva amiiloid-f3-ga, mis takistab neil aga HEB-i iiletamist
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(Makin, 2025). Kandidaatpeptiidide joudmist aju  parenhiiimi saab uurida
konfokaalmikroskoopia abil — kasutades veresoonte ja faagide detekteerimiseks antikehi on
voimalik médrata faagide asukoht. Kdige rohkem ajus akumuleerunud peptiide oleks hea testida

sellisel viisil, et ndha, kas peptiid tliletab ka HEB-i.

Kéesoleva t60 kiigus avastati mitmeid peptiide, mis seonduvad adaptervalgu fragmendiga 2b
ning nende peptiidide akumulatsioon ajus oli kdrgem vorreldes negatiivse kontrollpeptiidiga,
samas erinevus ei olnud statistiliselt oluline. Ldpliku arusaamise kujundamiseks voiks in vivo
katsetes kasutada rohkem loomi {ihe riithma kohta (n=3). Sellega oleks vdimalik kitsendada
varieeruvust lihes grupis ja saada tdpsema iilevaate, millised peptiid akumuleeruvad ajus.
Samuti voiks lisaks Sangeri sekveneerimisele teha kdrge ldbilaskevoimega sekveneerimist
(HTS) koikidele faagidisplei vooru proovidele, kuna kdoiki héid kandidaatpeptiide ei ole
voimalik Sanger sekveneerimisega tuvastada. Jargnevalt vOiks testida ka pikemaid ja
lineaarseid faagiraamatukogusid, mis annaks rohkem vabadust selle iile, milline on peptiidi

jérjestus.

Peptiid, mis on vdimeline seonduma adaptervalgu 2b fragmendiga ja iiletama HEB-i, pakub
paljulubavat platvormi sihipdraseks ravimite ja nanoosakeste transpordiks ajju. Kuna HEB on
molekulide suhtes selektiivsuse tottu voib selline sihitud transpordisiisteem pakkuda uusi

vOimalusi neurodegeneratiivsete haiguste ja ajukasvajate tdhusamaks raviks.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva uurimistdo eesmérk oli leida kullerpeptiid, mis seonduks adaptervalgu fragmendiga
ja akumuleeruks ajus. Varasemate tulemuste pohjal teame, et téppis- ja nanomeditsiini laboris

avastatud peptiid seondub adaptervalgu fragmendiga 2b, mis on vdimeline liletama HEB-i.

To6 praktilise osa esimeses pooles testiti kahte faagiraamatukogu seondumist kolme erineva
adaptervalgu fragmendiga. Rakuvaba faagidisplei tulemuste pdhjal oli tugevaim seondumine
adaptervalgu 2b fragmendiga. Jiargnevalt valiti Sanger sekveneerimise tulemuste alusel 14
kandidaatpeptiidi edasiseks testimiseks, millest kdige paremini seondusid B raamatukogust
parit peptiidijdrjestused. Bakalaureuse t66 praktilise osa teiseks eesmirgiks oli testida, kas
kandidaatpeptiidid akumuleeruvad ajus. In vivo uuriti mdlemast raamatukogust pdrit iihte
kandidaatpeptiidi, millel oli tugevaim seondumine 2b fragmendiga. Rakuvaba faagidisplei
katsete tulemusena osutus kdige paremaks peptiidiks nr 12. /n vivo katsete tulemusena ei olnud
uute kandidaatpeptiide akumulatsioon ajus kdrgem kui positiivsel kontrollil. Vdrreldes
negatiivse kontrolliga oli peptiidide akumulatsioon kdrgem, kuid erinevus ei olnud statistiliselt
oluline. Seega vajab adaptervalgu fragment edasist uurimist — kas see on hea sihtmérk, mida

kasutada erinevate ravimite transportimiseks ajju.

Kiesoleva t60 kéigus kasutati rakuvaba faagidisplei meetodit, millega saab vilja sdeluda
peptiide, mis seonduvad adaptervalgu fragmentidega. Samasugust siisteemi on voimalik
kasutada ka teiste adaptervalgu fragmentidega ja faagiraamatukogudega, et leida peptiide, mis

akumuleeruksid ajus ja suudaksid iiletada HEB-i.
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SUMMARY

»Discovery and characterization of blood-brain barrier-penetrating peptides*
Hanka Karmen Nommik

Summary

Globally there are 3,4 billion people that suffer from different neurological disorders, which
has increased significantly over the past 30 years due to the growing population, aging and
lifestyle. Although drug candidates are being constantly developed, majority of them are
ineffective or aren’t able to cross the blood-brain barrier (BBB). The BBB is a structural unit
in the brain that regulates the entry of various substances, including neurotherapeutic drugs,
into the central nervous system. Blood-brain barrier penetrating peptides are one promising

strategy, as they are able to cross the BBB and deliver drugs to brain parenchyma.

Researchers have focused on developing new technologies, such as phage display, to improve
the efficacy of drugs and their potential delivery to the brain. Phage display can identify and
optimize peptides that can cross the BBB. Accordingly, various transport systems are also being

investigated that would faciliate the transport of drugs to the brain.

The aim of this study was to find a peptide that would bind to an adaptor protein fragment and
accumulate in a mouse brain. Based on previous results, we know that fragment 2b binds to a
peptide named CBP, discovered in the Laboratory of Precision and Nanomedicine, which also

crosses the blood-brain barrier.

Based on cell-free phage display, two different phage libraries were studied and their binding
to three different adaptor protein fragments. Subsequently 14 candidate peptides were selected
for further testing, of which 2 candidate peptides from the B library showed higher binding to
fragment 2b than previously described CBP. For animal studies, one candidate peptide with
highest binding to adaptor protein fargment 2b was selected from either phage libraries. In vivo
tests showed the candidate peptides had higher acumulation in brain compared to the negative
control, but the results are not statisticaly significant. Therefore, the adaptor protein fragment
needs further testing — whether it is a good target to use for transporting various drugs to the

brain.
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TANUSONAD

Suurimad tidnud Kristinale, juhendajale, kes oli mulle kogu bakaluareuset6o viltel suureks

toeks. Maailma kdige parem juhendaja!
Samuti soovin tdnada Tambetit, kes andis vOimaluse teha oma bakalaureusetdd just nano- ja
tappismeditsiini laboris ja nii meeldivas kollektiivis. Lisaks tinan oma kaasjuhendajat Juhan

Sedmani heade nduannete eest 16putdd vormistamisel.

Soovin tdnada ka enda vanemaid, kes on minusse alati uskunud ja motiveerinud viimase kolme

aasta jooksul. Eriti kui olen olnud motteis, mida sissejuhatusse kirjutada.
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LISAD

Lisa 1. Rakuvaba faagidispleis lisatud faagi hulk igas voorus.

Faagi hulk pl
1. voor 2. voor 3. voor
CBP 250 50 4
G7 250 50 4
Cx7C + fragment 1 100 100 91
Cx7C + fragment 2 100 77 100
Cx7C + fragment 2b 100 78 43
B + fragment 1 100 50 41
B + fragment 2 100 78 43
B + fragment 2b 100 56 14
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Lisa 2. Katselooma luba

ASUTUSESISESEKS KASUTAMIS EKS
Marge tehtud: 02.04.2025

POLLUMAJANDUS- JA TOIDUAMET Kehtib kuni: 02.04.2030

Alus: Avaliku teabeseaduse §351g 1 p 17
Teabevaldaja: Pollumajandus- ja Toiduamet

OTSUS

Loomkatseprojekti luba nr 299 02.04.2025 or 1.2-13/25

Loomakaitseseaduse § 45 10ike 2 ning loomkatseprojekti hindamiskomisjoni 25.03.2025 —
01.04.2025 tomunud ekktroonilise istungi protokolli nr 45 alusel otsustas Pollumajandus- ja
Toiduamet jargmist:

Anda

luba Tambet Teesalu loomkatseprojektile, kokkuvotva mnimetusega ,,Vihi- ja

koeselektiivsete kullerpeptiidide viljatootamine ja iseloomustamine“ (,Identification and
characterization of novel tumor and tissue specific homing peptides®) jargmistel tingimustel:

1.

A

loomkatseprojekti loa omank, kavandaja, vastutav isik ja lilesannete tditmist kontrolliv
juhendaja: Tambet Teesalu (sindinud 24.01.1969, Ravila 14B, 50411 Tartu);
loomkatseprojekti kaasatud isikud: Kristina PdSnograjeva (stiindinud 12.07.1995, Ravila
14B, 50411 Tartu), Jorgen Holm (sindinud 16.06.1992, Ravila 14B, 50411 Tartu),
Rasmus Enno (siindinud 15.11.2000, Ravila 14B, 50411 Tartu), Jhalak Sethi (sindinud
25.06.2000, Ravila 14B, 50411 Tartu), Karlis Pleiko (sindinud 21.04.1992, Ravila 14B,
50411 Tartu), Luca Marchetti (sindinud 06.04.1991, Ravia 14B, 50411 Tartu),
Vhadimirs Pilipenko (siindinud 05.06.1990, Ravila 14B, 50411 Tartu), Jasper August
Tootsi (simdinud 03.04.1998, Ravila 14B, 50411 Tartu);

loomkatseprojekti Ebiviimise koht: Tartu Ulkooli bio-ja sirdemeditsiini instituudi
katseloomakeskus, tegevusloa number KL1210;

katseloomade lik ja arv: hir (Mus musculus), kokku 2574 katselooma;

loa kehtivus: 02.04.2025-01.04.2030

loomkatseprojekti hindamisest tulenevad eritingimused:

6.1. loomkatseprojekti tuleb kooskdlas loomakaitseseaduse §-ga 51! jirehinnata: Ej
muud loomkatseprojekti kibiviimise tingimused:

7.1. loomkatse kiik

Loomkatseprojekt koosneb jargnevatest osadest:

a) Vihimudelite genereerimine vihrakkude transplantatsioonil sihtmirkorganisse

b) Ex vivoja in vivo faagidisplei (a) kasvajaga hirrtele kasvajaspetsiifiliste peptiidide
ning aptameeride kidmiseks ja (b) wild-type hiirtele hematoentse faalbarjadri (HEB)
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peptiidide avastamine ja iseloomustamine®, mille juhendajad on Kristina PdSnograjeva,
Tambet Teesalu ja Juhan Sedman, reprodutseerimiseks eesmérgiga seda siilitada,

sealhulgas lisada digitaalarhiivi DSpace kuni autoridiguse kehtivuse 1dppemiseni.
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