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INFOLEHT

MultiBacMam siisteem Frizzled-retseptorite kuvamiseks nanoosakestel

Bakalaureuseto® raames loodi uudne mitmete valkude (sh Frizzled-retseptorite) koos
ekspresseerimise suisteem, edasise potentsiaaliga kasutada imetajarakkude membraanist pungunud
viiruslaadseid osakesi terapeutilisetel eesmarkidel. Susteemi valideerimiseks genereeriti 14
erinevat rekombinantset bakuloviirust, mida kasutati imetajarakkudesse huvipakkuvate geenide
sisseviimiseks. Valkude ekspressiooni imetajarakkudes kontrolliti fluorestsentsmikroskoopiaga.
Tulemuste pdhjal voib kinnitada, et antud stisteem tootab efektiivselt mitmete valkude kuvamiseks
nii imetajarakkudes kui ka imetajarakkudest pungunud rakuvélistes osakestes.

Marksdnad: G-valkudega seotud retseptorid, Frizzled-retseptorid, viiruslaadsed osakesed,

MultiBacMam tehnoloogia, fluorestsentsmikroskoopia

CERCS koodid: P310 Proteiinid, ensttimoloogia; P320 Nukleiinhappesiintees, proteiinisiintees;
B220 Geneetika, tsiitogeneetika; B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, mikoloogia;

B740 Farmakoloogia, farmakognoosia, farmaatsia, toksikoloogia

MultiBacMam system for Frizzled receptors display on nanoparticles

A novel system for co-expression of multiple proteins (including Frizzled-receptors) was
established, with the further potential to use mammalian cell budded virus-like particles for
therapeutic purposes. To validate the system, 14 different recombinant baculoviruses were
generated and used to introduce genes of interest into mammalian cells. Protein expression in
mammalian cells was explored by fluorescence microscopy. The results confirm that this system
is effective for displaying multiple proteins in mammalian cells as well as in extracellular particles

budded from mammalian cells.
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1. KASUTATUD LUHENDID

AcCMNPV — Autographa californica multikapsiidne nukleopolihedroviirus (ingl Autographa
californica nuclear polyhedrosis virus)

BBV — pungunud bakuloviirused (ingl budded baculoviruses)

bp — aluspaar (ingl base pair)

BSA — veiste seerumi albumiin (ingl Bovine Serum Albumin)

CFP — tstiaansiniselt fluorestseeruv valk (ingl cyan fluorescent protein)

Cys — tsusteiin (ingl cysteine)

DPBS - fosfaatpuhverdatud soolalahus ( ingl Dulbecco's phosphate-buffered saline)
E.coli — Escherichia coli

EDT — etaan-1,2-ditiool

EDTA - etlileendiamiintetraatsetaat

FRET — Forsteri resonantsenergia tlekanne

FZD — Frizzled

GDP — guanosiindifosfaat

GFP — roheliselt fluorestseeruv valk (ingl green fluorescent protein)

GPCR — G-valguga seotud retseptorid (ingl G protein-coupled receptors)
GSK-3p — glukogeen suntaas kinaas 3p (ingl glycogen synthase kinase 3[)

GTP — guanosiintrifosfaat

G-valk — guaniin-nukleotiidi siduv valk (ingl guanine nucleotide-binding protein)

HILO mikroskoopia — kdrglahutusega laminaarse optilise lehe mikroskoopia (ingl highly inclined
and laminated optical sheet microscopy)

ICSE — pildianaltiisil péhinev raku suuruse hindamine (ingl image-based cell size estimation)

IPTG — isoproptitl B-D-1-tiogalaktopuranosiid



ivp — nakatusvdimeline viirusosake (ingl infectious viral particle)

LB — bakteris6ode (L-Broth; Luria Bertani)

MOI — nakatuskordsus (ingl multiplicity of infection)

MVB — multivesikulaarsed kehad (ingl multivesicular bodies)

NaBu — naatriumbuttiraat

NTA — nanoosakeste jalgimise anallius (ingl nanoparticle tracking anlysis)

P —tBstearv (ingl passage)

PCR — poliimeraasi ahelreaktsioon (ingl polymerase chain reaction)

RSV — Rous sarcoma viirus (ingl Rous sarcoma virus)

Sf9 — Spodoptera frugiperda putuka munasarjast eraldatud rakuliin

SFCA — pindaktiivsete ainete vaba tselluloosatsetaat (ingl surfactant-free cellulose acetate)
SOC — bakterisoode (ingl super optimal broth with catabolite repression)

SRRF — Superresolutsiooni radiaalsed kdikumised (ingl super-resolution radial fluctuations)
TFF — tangensiaalvoolu filtratsioon (ingl. tangensial flow filtration)

TFP — sinakasroheline fluorestseeruv valk (ingl teal fluorescent protein)

TIRF mikroskoopia — tdieliku sisepeegeldumise fluorestsentsmikroskoopia (ingl total internal
reflection fluorescence microscopy)

TM — rakumembraani l&biv (ingl transmembrane)

VLP — viiruslaadsed osakesed (ingl virus like particles)

WNT - lipoglikoproteiin Wingless/Int-1

VSVG — vesikulaarse stomatiidi viiruse glikoproteiin G (ingl stomatitis virus glycoprotein G)

X-Gal — bromo-kloro-indoltl-galaktopuranosiid



2. SISSEJUHATUS

Valiskeskkonnast informatsiooni vastuvdtmiseks on rakkudel signaalmolekulide spetsiifilised
retseptorvalgud. Ulatuslikuima membraanreteptorite klassi moodustavad G-valguga seotud
retseptorid (GPCR, ingl G protein-coupled receptors). Laia levimuse ning arvukate rakusiseste
signaaliradade regulatsiooni tdttu on GPCRd potentsiaalsed ravimite sihtmargid. GPCR on jagatud
viide alamklassi ning antud t60s fokusseeritakse alamklassi Frizzled (FZD) kuuluvatele
retseptoritele.

Rakusiseste komplekssete stisteemide (sh membraanretseptorid) uurimine elavates rakkudes on
sageli vaga keerukas Ulesanne. Sellest tulenevalt on kasvav vajadus lihtsustatud susteemide jarele,
mis vdimaldaksid rakuvaliselt uurida huvipakkuvaid rakukomponente, kuid mis samal ajal
imiteeriksid voimalikult tapselt rakukomponentide naturaalset elukeskkonda. Uks vdimalus on
sellise susteemina kasutada viiruslaadseid osakesi (VLP, ingl virus like particles). Nimelt on
vOimalik ekspresseerida imetajarakkudes naiteks Rous Sarcoma viiruse (RSV, ingl Rous sarcoma
virus) kapsiidi moodustavat gag-valku, mis tagab VLPde pungumise imetajarakkude membraanist.
Rakumembraanist pungudes on VLPd vdimelised votma enda lipiidumbrisesse membraanseid
valke ning protsessi korge efektiivsusega toimumiseks on vajalik toota samades rakkudes korraga
mitmeid valke. Eelnevast lahtudes seati bakalaureuseto6 eesmérgiks luua stisteem mitmete valkude
(sh  FZD-retseptorid, gag-valgud ja fluorestsentsmarkerid) koos ekspresseerimiseks
imetajarakkudes.

Mitmete valkude koos ekspresseerimiseks imetajarakkudes kasutati modifitseeritud Geneva
Biotech MultiBacMam® silisteemi. Esmalt genereeriti Cre-LoxP reaktsioonil huvipakkuvaid valke
(sh 5 erinevat FZD-retseptorit) kodeerivaid geenijérjestust sisaldavad rekombinantsed plasmiidid.
Rekombinantsed plasmiidid sisestati bakmiidi, mis transfekteeriti putukarakkudesse
rekombinantsete bakuloviiruste tootmiseks. T60 kéigus genereeriti kokku 14 erinevat
bakuloviirust, millega nakatati imetajarakke huvipakkuvate valkude ekspresseerimiseks ning
VLPde genereerimiseks. Huvipakkuvate valkude ekspressiooni imetajarakkudes kontrolliti

fluorestsentsmikroskoopiaga.



3. KIRJANDUSE ULEVAADE

3.1 G-valguga seotud retseptorid

Rakkude normaalse talitluse ja arengu tagamisel on oluline roll informatsioonivahetusel
rakusisese keskkonna ja rakku tmbritseva véliskeskkonna vahel. Rakuvélisest keskkonnast tulev
informatsioon kandub rakusisesesse keskkonda signaalmolekulide (ligandide) vahendusel ning
edastatava informatsiooni vastuvotmiseks on signaali vastuvotval rakul signaalmolekulide
spetsiifilised retseptorvalgud (Nelson and Cox 2013). Suurima membraanretseptorite klassi
moodustavad G-valguga seotud retseptorid (GPCR) (Venkatakrishnan et al. 2013). Inimese
genoomis on (le 800 erinevat tltpi GPCRi kodeeriva geeni, mis moodustab kokku 4,2% inimese
kdikidest geenidest (Fredriksson et al. 2003; Lv et al. 2016; Schéneberg and Liebscher 2021).
Fredriksson et al. (2003) analtitisisid 802 inimese genoomis oleva funktsionaalse GPCRIi geneetilist
koodi ning koostasid fiilogeneetilise puu, mille alusel jaotatakse GPCRd viide alamklassi:
rodopsiin, sekretiin, glutamaat, adhesioon ja FZD/Taste2.

GPCRde struktuuri moodustavad rakuvalises alas paiknev N-terminaal, seitse paralleelset
rakumembraani labivat (TM, ingl transmembrane) heeliksit ning rakusiseses alas paiknev C-
terminaal. TM heeliksid on omavahel Ghendatud kolme rakusisese ja kolme rakuvélise aasaga
(Nelson and Cox 2013; Venkatakrishnan et al. 2013). Signaalitilekande kaigus toimub esmalt
retseptori aktivatsioon, mille v@ivad esile kutsuda mitmed erinevad tegurid, naiteks valgud,
peptiidid, nukleotiidid, kaltsiumioonid, véikesed orgaanilised molekulid (hormoonid,
neurotransmitterid), aga ka valgus (Bockaert and Pin 1999; Venkatakrishnan et al. 2013).
Aktivatsioon pdhjustab retseptori konformatsioonilise muutuse, mis vdimaldab GPCRdel
seonduda rakusisese trimeerse guaniin-nukleotiidi siduva valguga (G-valk, ingl guanine
nucleotide-binding protein), mille kolme alatihikut t&histatakse vastavalt Go, GB ja Gy.
Seondumise tulemusel vabaneb inaktiivse G-valgu a-alauhikus paiknev guanosiindifosfaat (GDP),
mille asemele seondub guanosiintrifosfaat (GTP). GTP seondumine aktiveerib thtlasi ka G-valgu.
Aktiveeritud G-valk eemaldub seejérel retseptorist ning G-valgu a-alatihik seotuna GTP-ga (Go-
GTP) dissotsieerub G-valgu B- ja y-alatihikust. Ga-GTP saab luua vastastikmdjusid rakusiseste
valkudega (nt ensiitimidega, ioonkanalitega) ning aktiveerida erinevaid rakusiseseid signaaliradu.
Vastastikmdju tulemusel hidroliiisub GTP GDPks ning taastub G-valgu esialgne struktuur (lisa
1). Heterotrimeerse inaktiivse G-valguga saavad uuesti seonduda aktiveeritud GPCR-d (Nelson

and Cox 2013). Erinevatesse alamklassidesse kuuluvad GPCRd jargivad uldiselt sarnast G-valkude
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aktiveerimise mehhanismi (Luckey 2014), kuid ligandi seondumise tulemusel toimuvad retseptori
konformatsioonilised muutused on nii alamklasside kui ka samasse alamklassi kuuluvate
retseptorite korral erinevad (Hauser et al. 2021).

Signaalitlekande tulemusel aktiveeritud rakusisene signaalirada viib omakorda rakusisese
vastuse tekkeni, millel vdib olla nii luhiajaline mdju (nt ioonide rakusisese kontsentratsiooni
muutus) kui ka pikaajaline mdju (nt geenide transkriptsioon) (Béhme and Beck-Sickinger 2009;
Schoneberg and Liebscher 2021). Erinevate rakusiseste signaaliradade aktiveerimise ja rakusiseste
vastuste esilekutsumise téttu on GPCR-d olulised ravimite marklauad ning praegusel ajal on ligi
36% kasutuses olevatest ravimitest suunatud just GPCR-le (Sriram and Insel 2018). Paraku on
paljudele patoloogiliste protsessidega seostatud GPCR-de endogeensed ligandid senini teadmata
(tuntud kui orb-retseptorid) ning seetdttu on potentsiaalsete ligandide ja GPCR-le suunatud

ravimite otsimine oluliseks suunaks ravimiarenduses (Hauser et al. 2020).

3.1.1 Frizzled-retseptorid

Uheks GPCRde perekonda kuuluvaks retseptorite klassiks on Frizzled (FZD)-retseptorid. 1989.
aastal analliusisid Vinson et al. (1989) esmakordselt FZD-valgu geneetilist jarjestust ning tdid valja
FZD-valgu struktuursed sarnasused GPCR-ga. 1997. aastal néitasid Slusarski et al. (1997) FZD-
valgu seondumist lipoglukoproteiiniga Wingless/Int-1 (WNT) ning seondumise tulemusel G-
valguga seotud signaaliraja aktiveerimist. Struktuursetset ning funktsionaalsetest sarnasustest
lahtuvalt hakati FZD-retseptoreid pidama GPCRde alamklassiks (Slusarski et al. 1997; Fredriksson
et al. 2003; Foord et al. 2005).

FZD-retseptorite perekonda kuuluvad kimme retseptorit (FZD1-10), mis on jaotatud
aminohappelise jarjestuse alusel nelja alamklassi (joonis 1). Uhise klassi moodustavad FZD1, -2
ja -7 (kattuvus aminohappelises jarjestuses hinnanguliselt 75% ulatuses), FZD3 ja -6 (kattuvus
~50%), FZD4, -9 ja -10 (kattuvus ~65%) ning FZD5 ja -8 (kattuvus ~70%) (Fredriksson et al.
2003; Schulte 2010). Sarnaselt GPCRdele moodustavad FZD-retseptorite struktuuri seitse TM
heeliksit, rakusisene C-terminaal ja rakuvaline N-terminaal, mille 1&heduses paikneb lisaks ka
tsusteiinirikas ala (Schulte 2010; Vinson et al. 1989). Peamisi alamklassidevahelisi erinevusi
retseptorite struktuuris ja funktsioonis on seostatud aminohappe tsusteiin (Cys, ingl cysteine)
jadgiga (Schenkelaars et al. 2015). Cys rikkaid alasid peetakse ka potentsiaalseteks ligandide
sidumiskohtadeks (Valnohova et al. 2018; Niehrs 2012; Janda et al. 2012).
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Joonis 1. FZD-retseptorite fulogeneetiline puu. Joonis on kohandatud artiklist (Schulte 2010).

Tanapéevani on WNT-ligandid enimtuntuimad endogeensed ligandid FZD-retseptoritele.
Imetajates on teadaolevalt 19 WNT-ligandi, kuid tédpne selektiivsus 19 erineva WNT-ligandi ja 10
erineva FZD-retseptori vahel on alles uurimisjargus (Schulte and Wright 2018; Schulte 2015).
Jandaet al. (2012) on avaldanud kristallstruktuuri WNT8-ligandi kompleksist FZD8-retseptori Cys
rikka alaga, kuid paraku pole tanaseni avaldatud kristallstruktuuri thegi WNT-ligandi kompleksist
tervikliku FZD-retseptoriga. Raskused WNT-ligandide ja FZD-retseptorite interaktsioonide
uurimisel tulenevad peamiselt WNT-ligandide hudrofoobsusest ning suurusest (34 kDa), mis
raskendab WNT-ligandide puhastamist, bioloogilise aktiivsuse sailitamist kui ka méargistamist
(Nile and Hannoush 2016; Schulte 2015). Séafholm et al. on pakkunud vélja WNT-ligandi analoogi
— formuulitud Met-Asp-Gly-Cys-Glu-Leu (tuntud kui Foxy5) — mis on vdimeline seonduma ning
aktiveerima FZD5-retseptorit. Ka Nile et al. (2018) on naidanud alternatiivise WNT-ligandi,
stinteetilise peptiidi Fz7-21 korge afiinsusega seondumist FZD1-, 2- ja 7-retseptoritele.

WNT-ligandide interaktsioon FZD-retseptoritega toob kaasa erinevate signaaliradade
aktiveerimise, millest peamised jagunevad kahte alamklassi: kanoonilsed signaalirajad ja
mittekanoonilised signaalirajad (planaarse raku polaarsuse signaalirada ja WNT/Ca?*
signaalirada). Enim uuritud WNT/FZD signaalirada on kanooniline signaalirada, tuntud ka kui -
kateniinist sOltuvat signaalirada, kuna WNT-ligandi seondumine/mitteseondumine FZD-
retseptorile mdjutab transkriptsiooni koaktivaatori B-kateniini rakusisest stabiilsust. Nimelt
inhibeeritakse WNT-ligandi, FZD-retseptori ja koretseptori (LRP5/6) vastastikmdjul glikogeen
slintaas kinaas 3P (GSK-3p), mille iiheks substraadiks on -kateniini. Inaktiveeritud GSK-3 tottu
jadb p-kateniini fosforiileerimata, saab siseneda raku tuuma ning reguleerida geenide
transkriptsiooni (lisa 2). Slusarski et al. (1997) poolt esmakordselt kirjeldatud G-valguga seotud
WNT/FZD signaalirajada on hakatud nimetama mittekanooniliseks WNT/Ca?* signaalirajaks,

mille aktivastsioon viib rakusisese olulise regulaatoriooni Ca?* kontsentratsiooni tdusuni. Vastava
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signaaliraja aktiveerimine kutsub esile mitmeid rakusiseseid vastuseid, peamiselt Ca?*-sGltuvate
kinaaside aktiveerimise ning geenide transkriptsiooni (Schulte and Wright 2018; Niehrs 2012;
Schulte 2010; Cadigan and Liu 2006). Konkreetse signaaliraja aktiveerimine s6ltub WNT-
ligandist, FZD-retseptorist ja koretseptori(te)st ning mitmed aspektid retseptor-ligandi kompleksi
moodustumise ning signaaliradade aktiveerimise juures on alles uurimisjargus (Schulte and Wright
2018; Schulte 2015; Niehrs 2012). Kuna héired FZD-retseptorite poolt reguleeritud signaaliradades
pohjustavad tdsiseid patoloogilisi muutuseid, nditeks embriiogeneesi héired, néarvirakkude
degeneratsioon (nt Alzheimeri tdbi, Huntingtoni t6bi) ja vahkkasvajad (nt rinnavahk, kopsuvahk,
munasajavahk), voimaldaks FZD-retseptorite selektiivsem aktiveerimine ning
aktivatsioonimehhanismi ja aktiveeritva signaaliraja kindlakstegemine kasutada FZD-retseptoreid
terapeutiliste sihtmarkidena (Niehrs 2012; Turku et al. 2021; Alrefaei 2021).

3.2 Sissejuhatus metoodikatesse

3.2.1 MultiBacMam tehnoloogia

Rakkude struktuursed ja fisioloogilised omadused on maé&ratud paljude erinevate geenide poolt
kodeeritavate valkudega. Rakus moodustavad valgud suuremaid komplekse, millel on oluline roll
rakusiseste  protsesside reguleerimisel. Seetdttu vdimaldaks mitmete valkude koos
ekspresseerimine tapsemini analliiisida valkude omavahelisi interaktsioone ning nende moju
rakkude talitlusele. Sageli on tarvis rakukomponentide ja/vOi ekspresseeritavate valkude
visualiseerimiseks ekspresseerida koos huvipakkuvate valkudega ka fluorestsentsvalke. Mitmete
valkude koos ekspresseerimise meetodid on vélja to6tatud nii eukartiootsete kui ka prokartiootsete
rakkude jaoks (Perrakis and Romier 2008).

Prokartiootsetes rakkudes (nt Escherichia coli (E.coli)), mis tanu lihtsale talitlusele, kdrgele
valkude ekspressioonitasemele ja madalale hinnale on laialdast kasutust leidnud prokariiootstete
valkude (koos) ekspresseerimiseks, on eukartiootsete paritoluga valkude (koos) ekspresseerimine
raskendatud. Seda eelkdige eukarliootsete valkude suuruse, spetsiifilise valkude
pakkimismehhanismi ning valgu aktiivsuse sdilitamiseks vajalike posttranslatoorsete
modifikatsioonide tdttu (Sari et al. 2016; Perrakis and Romier 2008).

Eelnevast tulenevalt kasutatakse eukartiootsete valkude koos ekspresseerimiseks eukartiootseid
rakke, peamiselt putukarakke ning imetajarakke (Perrakis and Romier 2008). Tuntuim eukarlootne
posttranslatoorne modifikatsioon on N-glikosuleerimine, mis stabiliseerib valgu struktuuri, kaitseb

valku proteoltisi eest, kuid on seotud ka rakkudevaheliste interaktsioonide ja signaalitilekandega.
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Ehkki putukarakud on suutlikud ekspresseerima suurtes kogustes korraga mitmeid valke, ei vasta
sageli putukarakkudes toodetud N-gliikaanide struktuur tapselt imetajarakkude toodetule (Rendi et
al. 2008; Harrison and Jarvis 2006). Lisaks erineb putukarakkude membraani koostis oluliselt
imetajarakkude membraanist, eelkGige membraanilipiidide ning madalama kolesterooli sisalduse
poolest, mis vdib mojutada membraanvalkude aktiivsust (Marheineke et al. 1998). Eelnevast
tulenevalt ei pruugi ainuiiksi putukarakkude kasutamine valkude ekspresseerimiseks olla teatud
rakenduste jaoks sobilik. (Mansouri et al. 2016).

Mitme valgu koos ekspresseerimise meetodeid imetajarakkudes on mitmeid. Naiteks voib
transfektsioonil mitme eraldiseisva plasmiidiga toimuda vaid Uhte valku kodeerivat geeni sisaldava
plasmiidi vastuvdtmine rakku ning seetdttu ei pruugi valkude ekspressioonitase imetajarakkude
populatsioonis olla ihtlane ega korratav. Lisaks vBivad teatud meetodite rakendusalasid piirata ka
valkude ekspressiooni luhiajaline stabiilsus ning erinevad posttranslatoorsed modifikatsioonid, mis
vOivad muuta valgu originaalstruktuuri ja -funktsiooni (Mansouri and Berger 2014). Kuna elavate
rakkude n&ol on tegu ka vdga komplekssete slisteemidega, kasvab vajadus uute, efektiivsemate
ning vahem komplessete ekspressioonisusteemide jarele, mis vdimaldaksid imiteerida vdimalikult
ldhedaselt rakusiseste valkude loomuparast funktsiooni.

Antud t60s kasutatakse huvipakkuvate valkude koos ekspresseerimiseks modifitseeritud
MultiBacMam™ siisteemi (Geneva Biotech 2021), mille etappe voiks kirjeldatud jargnevalt:

1) Huvipakkuvaid valke kodeerivaid geenijarjestusi sisaldava rekombinantse plasmiidse

DNA genereerimine Cre-LoxP reaktsioonil

Huvipakkuvate valkude koos ekspresseerimiseks on vajalik esmalt thildada Cre-LoxP
reaktsioonil huvipakkuvaid valke kodeerivaid geenijarjestusi sisaldavad plasmiidid. Vastavad

geenijarjestused on kloneeritud nii aktseptor- kui ka doonorplasmiididessse, mis sisaldavad 34

aluspaari (bp, ingl base pair) pikkust LoxP-nimelist jarjestust. LoxP palindroomsetele aladele

seondub spetsiifiliselt 38 kDa suurune valk Cre-rekombinaas, 0(hildades erinevatest
plasmiididest parinevad DNA 18igud (Mansouri and Berger 2014). Geenid, mida tahetakse
transleerida nii putuka- kui ka imetajarakkudes asuvad nn topelt funktsiooniga promootori all,
mida tunnevad dra nii putuka- kui ka imetajarakud. Seetdttu saab vastavate valkude
ekspresseerimiseks MultiBacMam™ siisteemis kasutada tihte rekombinantset plasmiidi

(Mansouri et al. 2016; Sinah et al. 2012).
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To0 kontekstis on ekspresseeritavateks huvipakkuvateks valkudeks:

2)

3)

a) modifitseerimata FZD4-, 5-, 6- ja 7-retseptorid ja fluorestsentsmargistatud FZD10-, ja
modifitseeritud FZD6-retseptor

b) rakumembraani maérgistav tstaansiniselt fluorestseeruv valk (CFP, ingl cyan
fluorescent protein)

c) vesikulaarse stomatiidi viiruse glikoproteiin G (VSVG, ingl vesicular stomatitis virus
glycoprotein  G), geneetilise informatsiooni  efektiivsemaks  kandumiseks
imetajarakkudesse ((bakulo)viiruste vahendusel) (Mansouri et al. 2016; Mazina et al.
2012). Barsoum et al. (1997) naitasid, et valkude ekspressioonitaseme tous
imetajarakkudes on seotud viiruse kapsiidi (sh geneetilise materjali) vabanemisega
rakusisesest vesiikulist.

d) retroviiruse Rous sarcoma (RSV, ingl Rous sarcoma virus) genoomis paiknev gag-valk,
VLPde pungumiseks imetajarakkude plasmamembraanist. Tépsemalt kasutatakse antud
t06s modifitseeritud N-terminaaliga gag-valku (SuperM_RSV), mis suurendab VLPde
pungumise efektiivsust imetajarakkude membraanist veelgi (Callahan and Wills 2003;
Dick and Vogt 2014) (lisa 3).

Rekombinantse plasmiidi sisseviimine baculoviiruse genoomi (bakmiidi)

Rekombinantne plasmiid viiakse bakmiidi transpositsioonielementide (Tn7L ja Tn7R) ning
nn abistaja plasmiidi vahendusel (Sari et al. 2016; Luckow et al. 1993). Enim uuritud ning
kasutamist  leidnud  bakuloviirus  on  Autographa  californica  multikapsiidne
nukleopoliihedroviirus (ACMNPV), mis sisaldab 134 kbp pikkust kaheahelalist tsirkulaarset
genoomi ning vdimaldab transfektsiooni k&igus Ule viia tlle 100 kbp mahus geneetilist materjali
(Mansouri et al. 2016). Transpositsiooni dnnestumist saab kontrollida sinise/valge koloonia
selektsioonil, mis vBimaldab eristada huvipakkuvaid geene sisaldavad bakmiidid (lisa 4).
Rekombinantsete bakuloviiruste genereerimine

Transpositsioonil genereeritud rekombinantne bakmiid transfekteeritakse
putukarakkudesse rekombinantsete bakuloviiruste genereerimiseks. Bakuloviirused on
vOimelised sisenema nii imetaja- kui ka putukarakkudesse, kuid imetajarakkudest valjuma
bakuloviirused vOimelised ei ole. Seetdttu ei pdhjusta bakuloviirused imetajarakkudes
infektsiooni (Mansouri et al. 2016) ning nende kasutamise laboritingimustes on ohutu

(bioohutuse tase 1). Levinuim putukarakuliin bakuloviiruste efektiivseks paljundamiseks on

13



putuka Spodoptera frugiperda munasarjast eraldatud Sf9 rakuliin. To6s kasutatakse &ra Sf9
rakkude omadust kasvada suspensioonina, mis vOimaldab kasvatada korraga suuri
rakukoguseid ning produtseerida rohkem bakuloviiruseid.

4) Imetajarakkude nakatamine rekombinantsete bakuloviirustega

Imetajarakkudes huvipakkuvate valkude ekspresseerimiseks nakatatakse genereeritud

bakuloviirustega imetajarakke. Imetajarakkude membraanist punguvad VLPd votavad kaasa
ka rakumembraani komponente, milleks vdivad olla GPCRde perekonda kuuluvad
membraanretseptorid (Nooraei et al. 2021). Eelnevast lahtudes sisaldavad pungunud VLPde
lipiidumbrised ka imetajarakkudes ekspreseeritud FZD-retseptorid ning CFPd. Pungunud
VLPd on vajalik puhastada ning meetodi valik sdltub peamiselt VVLPde edasisest rakendusest.
Antud t66s kasutati VLPde puhastamiseks tangensiaalvoolu filtratsiooni (TFF, ingl tangential
flow filtration), mis vGimaldab VLPde kontsentreerimist, puhastamist rakujadkidest ning ka
imetajarakkude kasvus6otme vahetamist (Nooraei et al. 2021; HansaBioMed).

Joonisel 2 on toodud t60s kasutatud MultiBacMam™ tehnoloogia lihtsustatud pdhimdtteskeem.

1) MultiBac plasmiid DNA genereerimine 3) Rekombinantse bakmiidi sisseviimine putukarakku
(Cre-LoxP reaktsioon) (rekombinantsete bakuloviiruste genereerimine)
A
STe ey,
Doonor Doonor Rekombinantne ¥ + S0 ST : T
1 ii ii o putukarakk L
plasmiid plasmiid bakmiid Yo 1V -
O < vsvG—' 0
FZD- K N . ey
retseptor Bakuloviirused

4) Imetajarakkude nakatamine bakuloviirustega

I
L

2) MultiBac plasmiidi sisseviimine bakmiidi

— v -
NE PN
YN+

Imetajarakk

Abistaja
Bakmiid ‘

.,‘.‘::‘
Viiruslaadsed
osakesed

DH10MultiBac kompetentsed rakud

Joonis 2. MultiBacMam™ tehnoloogia lihtsustatud pdhimdtteskeem. 1) Cre-LoxP reaktsioon
huvipakkuvaid valke kodeerivaid geenijarjestusi sisaldava rekombinantse plasmiidi
genereerimiseks, 2) Rekombinantse plasmiidi sisseviimine bakuloviiruse genoomi, 3)
Rekombinantse bakmiidi sisseviimine putukarakkudesse ja rekombinantsete bakuloviiruste

genereerimine, 4) Imetajarakkude nakatamine rekombinantsete bakuloviirustega. Naidatud on
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nakatamisjargselt  imetajarakkude  membraanis  ekspresseeritavad ~ FZD-retseptorid  ja
fluorestsentsvalk CFP ning ka imetajarakkudest pungunud VLPd, mis sisaldavad enda

lipiidumbrises imetajarakkude membraanis ekspresseeritud valke.

3.2.1.1 Bakuloviiruste tiitri maaramine

Valkude ekspressioonitase imetajarakkudes sdltub eelkdige viirusosakeste osakaalust rakkude
suhtes ehk nakatuskordsusest (MOI, multiplicity of infection). Seega on optimaalse ning korratava
ekspressioonitaseme  tagamiseks vajalik maédrata nakatamisvdimeliste  viirusosakeste
kontsentratsioon ehk tiiter. Tiitri mairamise meetodid pdhinevad peamiselt rakkude
nakatamisjargsetel morfoloogilistel muutustel, kuid kasutusel on ka naiteks kvantitatiivne reaalaja
polumeraasi ahelreaktsioon (PCR, ingl polymerase chain reaction) ning labivoolu tsitomeetria.
Rakkude nakatamisjargsel diameetri muutusel pdhinev meetod on optimaalne standardvigade
(keskmiselt 13%), ajakulu (kuni 24 h) ning hinna poolest (Rold&o et al. 2009). Meetod p&hineb
nahtusel, et bakuloviirustega nakatatud putukarakud I6petavad jagunemise ning rakkude diameetri
suurenemine 24 h moddudes on pbhjustatud vaid esmakordsest nakatamisest. Sellest tulenevalt on
vOimalik leida seos lisatud viirusosakeste kontsentratsiooni ja rakkude diameetri vahel — mida
rohkem on lahuses viirusosakesi, seda suurem on rakkude diameeter. Diameetri muutus peale
esmakordset nakatamist ja&b hinnanguliselt vahemikku 20 - 40% (Janakiraman et al. 2006). T60s
kasutati rakkude diameetri muutuse ning bakuloviiruste kontsentratsiooni maaramiseks
pildianaltsil pdhinevat ICSE-tooriista (ingl image-based cell-size estimation), mis on vilja

arendatud Tartu Ulikooli Bioorgaanilise keemia 6ppetooli téoriihmas (Laasfeld et al. 2017).

3.2.2 Fluorestsentsnahtused- ja mikroskoopia

Bioloogiliste proovide uurimiseks kasutatakse laialdaselt fluorestsentsnéhtuseid. Fluorestsents
on valguse kiirgumine ainest, mis on neelanud ergastamiseks kasutatud ultravioletse kiirguse- voi
néhtava valguse kvandi. Kuna enamik bioloogilisi proove naturaalselt ei fluorestseeru, siis lisatakse
proovidele fluorofoore - keemilisi hendeid, mis on vGimelised neelama ergastatavat kiirgust ja
ergastamise tulemusel kiirgama valgust. Proovi margistamiseks kasutatavateks fluorfoorideks
vOivad olla nditeks valgud, kui ka véikesed orgaanilised molekulid. Bioloogiliste proovide
margistamiseks on laialdast kasutust leidnud roheliselt fluorestseeruvate valkude (GFP, ingl green
fluorescent protein) perekonda kuuluvad valgud. Nende eeliseks on spontaanne fluorofoori

moodustumine, mis ei vaja ensimaatilist kataltitisi. On véimalik viia uuritavasse proovi vastavat
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valgu kodeeriv geenijérjestus, mis vGimaldabki ekspresseerida organismis fluorestsentsvalku.
Uheks t66s kasutatud fluorofooriks on GFP perekonda kuuluv valk CFP (Lakowicz 2006b; Kojima
et al. 1998), mis saab membraaniga seonduda valgu kiilge post-translatoorsetel modifikatsioonidel
liidetud rasvhappe riihmade palmitudl ja maristiul kaudu (tdhistatud PMCFP) (Resh 2006; James
and Olson 1989). Proovide margistamiseks kasutatakse ka madalamolekulaarseid orgaanilisi
molekule. Uheks niiteks sellisest thendist on fluorestseiini derivaat FIAsH-EDT2, mille
fluorestentsomadused avalduvad tetratsusteiinsele aminohappejérjestusele (Cys-Cys-X-X-Cys-
Cys) seondumisel (Adams et al. 2002). On ndidatud, et vesinike asendamine fluooridega parandab
oluliselt fluorofoori neelduvust ja fotostabiilsust ning sellest tulenevalt kasutatakse ka t66s tihendi
fluoro-asendatud versiooni F2FIASH-EDT. (Spagnuolo et al. 2006).

Fluorestsentsmikroskoopia on fluorestsentsnédhtusel pd&hinev mikroskoopia liik, mida
kasutatakse laialdaselt bioloogiliste proovide visualiseerimiseks. Antud t66s kasutataks kolme
fluorestsentsmikroskoopia  erinevat alaliiki — laivdlja  epifluorestsentsmikroskoopia,
kdrglahutusega laminaarse optilise lehe mikroskoopia (HILO, ingl highly inclined and laminated
optical sheet microscopy) ja taieliku sisepeegeldumise fluorestsentsmikroskoopia (TIRF, ingl total

internal reflection fluorescence microscopy) (lisa 5).

3.2.2.1 Taieliku sisepeegeldusega fluorestsentsmikroskoopia (TIRF-mikroskoopia)

TIRF-mikroskoopia  pOhineb  valguse tdielikul  sisepeegeldumisel kahe erineva
murdumisnéitajaga (n: ja n2) keskkonna piirpinnal. Valguskiire levimine kahe erineva keskkonna
vahel oleneb valguskiire pealelangemisnurgast 01 ja Kriitilisest nurgast 6c (6c védartus séltub
keskkondade murdumisnéitajatest). Valguskiir, mis langeb pinnale kriitilisest nurgast vdiksemate
vaartuste korral, murdub keskkonnda n2. Kui valguskiire pealelangemisnurk muuta aga kriitilisest
nurgast suuremaks, toimub kahe keskkonna piirpinnal valguskiire téielik sisepeegeldumine tagasi
suurema murdumisnditajaga keskkonda n; (lisa 5). (Poulter et al. 2015).

Taieliku sisepeegeldumisega kaasneb elektromagnetiline sumblaine (ingl evanescent field).
Sumblaine intensiivsus on kdrgeim kahe erineva murdumisnéitajaga pinna ldhedal ning vaheneb
eksponentsiaalselt pinnast kaugenedes. Sellest tulenevalt on v6imalik TIRF mikroskoopilisel
anallusil ergastada fluorofoore, mis asuvad pinnast kaugusel ~100 nm. Sellest tulenevalt on TIRF
mikroskoopias saavutatav korge signaal-mira suhe, mis v@imaldab l&bi viia analliiise ka
iiksikmolekulide tasemel. Uksikmolekulide tasemel analiiiis tagab meetodi kdrge selektiivsuse ja
tundlikkuse (Axelrod 2012).

16



4. EKSPERIMENTAALNE OSA
4.1 MultiBac plasmiidide genereerimine

4.1.1 Rekombinantse plasmiidi konstrueerimine Rous Sarcoma viiruse gag-valgu
ekspresseerimiseks

VSVG-d ning gag-valku kodeerivat geeni sisaldava doonorplasmiidi
pDC_I_VSVG_M_SuperM_RSV_gag konstrueerimiseks IGigati plasmiid
pDC_M_SuperM_RSV_gag (valmistatud S. Veiks$ina poolt, lahtudes SuperM-RSV plasmiidist,
mis oli kingitud Pennsylvania Osariigi Ulikooli professor John W. Wills poolt)
restriktsiooniensuimiga BstXI (FastDigest, Thermo Fisher Scientific) ja homing-endonukleaasiga
P1-Scel (New England BioLabs), inkubeerides 1 tund temperatuuril 37 °C PI-Scel puhvris (New
England BioLabs). Ensttumid inaktiveeriti 20 minuti jooksul 75 °C juures. Plasmiid pDC_1_VSVG
(valmistatud S. Veiksina poolt, ldhtudes Geneva Biotech l&hteplasmiididest) lineariseeriti
ensutimiga BstXI (FastDigest, Thermo Fisher Scientific), inkubeerides 1 tund temperatuuril 37 °C
FastDigest puhvris ning enstim inaktiveeriti 5 minuti jooksul 80 °C juures. pDC_I VSVG
defosfortleeriti FastAP fosfataasiga (Thermo Fisher Scientific) vastavalt tootja protokollile.
Ldigatud fragmentid lahutati agaroos-elektroforeesil (Sub-Cell GT rakk ja PowerPac HC
toiteplokk, Bio-Rad) (1% agaroos (Sigma) Tris-atsetaat-EDTA (TAE) puhvris (1 mM EDTA
(Merck), 40 mM Tris (Sigma), pH 8,3 tagati 30% aadikhappe (Lachner) lisamisel) ja visualiseeriti
UV-transilluminaatoriga (CleaverScientific Ltd) 1 pg/ml etiidiumbromiidi (AppliChem)
juuresolekul. Oige pikkusega fragmendid 16igati geelist vélja ja I8igatud produktid puhastati
vastavalt FavorPrep™GEL/PCR Purification Kit protokollile. Puhastatud produktid ligeeriti T4
DNA ligaasiga (Thermo Fisher Scientific) vastavalt tootja protokollile ja ligeeritud produkt
transformeeriti kompetentsetesse E.coli tive pirHC rakkudesse (Geneva Biotech) kuumasoki teel.
Kuumasokk viidi 1dbi 35 sekundi jooksul 42 °C vesivannis, peale mida asetati rakud 5 minutiks
jadle ja seejarel lisati toasooja SOC s66det (2% triiptoon (Lab M), 0,5% parmiekstrakt (Lab M), 10
mM NaCl (AppliChem), 2,5 mM KCI (AppliChem), 10 mM MgCl2 (AppliChem), 10 mM MgSO4
(AppliChem), 20 mM gliikoos (KEBO)) ning inkubeeriti 6 tundi 37 °C juures horisontaalses
asendis, loksutamiskiirusega 250 rpm). Transformeeritud rakkud selekteeriti agar-plaatidel (2%
agar (Sigma) L-Broth (LB) so6tmes (AppliChem)) 25 npg/ml klooramfenikool (Sigma)

antibiootikumi juuresolekul.

17



Oigete produktidega kolooniate valimiseks viidi labi PCR kolooniatest plaadilt juhuslikult
valitud kolooniatega. PCR reaktsiooni labiviimiseks lisati lahusele ruumalasuhtes 1:9 polumeraasi
ahelreaktsiooni segu MilliQ-s, mis sisaldas FIREPol® DNA poliimeraasi (Solis BioDyne) ning
praimereid Forward RSV gag (taagatatcatggaagccgtcataaaggtg, IDT) (10 pmol/ul) ja Reverse RSV
gag (attatctagagcggaatagccagatgtagce, IDT) (10 pmol/ul). PCR reaktsioon viidi 1abi termotsukleris
Mastercycler Gradient (Eppendorf). Geelelektroforeetilise analutsi pdhjal véljavalitud kolooniaid
kasvatati plasmiidi paljundamise eesmérgil LB s66tmes (25 pug/ml klooramfenikool) 16 — 24 tundi
37 °C juures, loksutamiskiirusega 250 rpm ning puhastati lusaadist MidiPrep Kit-iga (Favorgen)
vastavalt tootja protokollile. Plasmiidse DNA kontsentratsiooni ja puhtuse astme mé&&ramiseks
kasutati spektromeetrit Thermo Scientific NanoDrop 1000. Puhastatud produktide tdiendavaks
kontrollimiseks teostati restriktsioonanalliis FastDigest Thermo Fisher Scientific ensliimidega
Bolll, Eco1471, BstXI.

4.1.2 Plasmiidide Uhildamine Cre-LoxP rekombinatsiooniga

Kasutades Cre-rekombinaasi (vastavalt tootja protokollile, New England BioLabs) thendati
genereeritud plasmiid pDC_| VSVG_M SuperM_RSV _gag (doonor) Frizzled-retseptoreid
kodeerivaid geene sisaldavate plasmiididega (kokku 9 aktseptorit) (aktseptorplasmiidid
valmistatud S. Veiks$ina poolt lahtudes plasmiidites, mis olid kingitud professor G. Schulte
(Karolinska instituut) poolt v&i saadud Addgenist). Uhildatud plasmiid transformeeriti
kompetentsetesse E.coli tlive DH5a rakkudesse (NEB) kuumasoki teel. Selekteerimiseks kasutati
plaate antibiootikumidega klooramfenikool (25 pg/ml) ja gentamitsiin (7 pg/ml) (MP
Biomedicals) LB st6tmes. Puhastatud plasmiididega teostati restriktsioonanalliis FastDigest
Thermo Fisher Scientific enstiimidega Nhel ja Notl vastavalt tootja protokollile.

Valitud plasmiidid Ohildati  jargneval Cre-LoxP  rekombinatsioonil  plasmiidiga
pDS_IM_MyrPalm_CFP (doonor) (valmistatud S. Veiksina poolt, lahtudes Addgene plasmiidist
#14867) eespool kirjeldatud tingimustel, kuid selekteerimisel kasutati lisaks ka antibiootikumi
spektinomutsiin (50 pg/ml) (Sigma). Rekombinantse plasmiidi jarjestuse kontrollimiseks kasutati
restriktsioonanalliisil FastDigest Thermo Fisher Scientific enstiimi Munl vastavalt tootja

protokollile.
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4.2 Rekombinantsete bakmiidide genereerimine

Rekombinantse bakmiidi genereerimiseks transformeeriti 200 ng eelnevalt genereeritud
MultiBac plasmiidi kompetentsetesse E.coli tive DH10MultiBac rakkudesse (GenevaBiotech).
Selektsiooniks kasutati plaate antibiootikumidega kanamiitsiin 50 pug/ml (Gibco), tetratsukliin 10
pg/ml (Sigma), gentamiitsiin 7 pg/ml (MP Biomedicals) ning valge/sinise koloonia selektsiooniks
X-gal (100 ug/ml, Thermo Scientific) ja IPTG (40 pug/ml, Fermentas). Plaate inkubeeriti 24 tundi
37 °C juures. Valge/sinise koloonia selektsioon vdimaldab eristada MultiBac plasmiidi sisaldavaid
ja mittesisaldavaid rakke, mis kasvavad selektsiooniplaadil vastavalt valgete ja siniste
kolooniatena. Saadud rekombinantsed bakmiidid puhastati MidiPrep Kit-iga (Favorgen) vastavalt

tootja protokollile.

4.3 Bakuloviiruste tootmine Sf9 rakkudes

Bakuloviiruste genereerimiseks kasutati Spodoptera frugiperda munasarjakoest eraldatud Sf9
rakuliini  (Invitrogen), mida kasvatati Erlenmeyer'i kolbides, seerumivabas rakus6dtmes
Insectagro® Sf9 (Corning), temperatuuril 27 °C ja CO, vabas keskkonnas. Rakkude loendamiseks
segati rakud esmalt 0,4% triipaansinisega (Sigma) suhtes 1:1 ning rakkude koguarv (sh ka
elusrakkude osakaal) méarati l&bivalt kogu t66s Bio-Rad TC10™ Automated Cell Counter-iga. Sf9
rakkude transfekteerimiseks kanti esmalt rakud 6-suvendilisele rakukasvatusplaadile (Nunc)
kontsentratsiooniga 0,6 min rakku siivendis. 6-siivendilisele rakukasvatusplaadile kantud rakke
inkubeeriti 24 tundi 27 °C juures CO> vabas keskkonnas. Inkubeerimisjérgne transfekteerimine
viidi l&bi vastavalt transfektsioonireagendi Lipofectamine™ LTX ja reagendi PLUS™
transfektsiooniprotokollile (Thermo Fisher Scientific). Transfekteeritud rakke inkubeeriti 27 °C
juures CO- vabas keskkonnas kolm kuni viis paeva, mille jooksul jalgiti nakatumismarke — rakkude
elumuse vahenemine ja diameetri muutus ning rakukasvatusplaadi taituvus. Suvendist kogutud
tostearvuga O (P, ingl passage) viiruse edasiseks amplifitseerimiseks lisati viirus 10 ml-le aktiivses
kasvufaasis olevate rakkude suspensioonile (1 min rakku/ml). Rakke inkubeeriti 27 °C juures CO>
vabas keskkonnas pidevalt loksutades, loksutamiskiirusega 120 - 150 rpm (sOltuvalt proovi
ruumalast) ning jalgiti igapaevaselt rakkude 1abimd6du suurenemist ja elumuse langust. P1 viirus
koguti rakkude 50%-lise vOi madalama elumuse juures. Viiruse kogumiseks tsentrifuugiti
rakususpensiooni 10 minutit 3000 rpm juures 10 minutit, mille jarel filtreeriti pealislahus labi 0,45
um poori suurusega pindaktiivsete ainete vaba tselluloosatsetaat (SFCA, ingl surfactant-free

cellulose acetate) filtri (VWR). Kogutud viiruseid sdilitati valguskindlalt 4 °C juures. Edasisteks
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mikroskoopiakatseteks optimaalse viiruse ruumala kasutamiseks amplifitseeriti P1 viirused

vajadusel kdrgema nakatamisvOimeliste viirusosakeste kontsentratsioonini ehk tiitrini.

4.3.1 Bakuloviiruste tiitri maaramine

Tiitrimiskatsete  jaoks kanti Sf9 rakud Insectagro® s66tmes  24-siivendilisele
rakukasvatusplaadile (Nunc) (tihedusega 0,2 miljonit rakku siivendis), mida seejarel inkubeeriti
rakkude plaadile kinnitumiseks pool tundi 27 °C juures CO vabas keskkonnas. Viirusest valmistati
11 kolmekordset seerialahjendust Insectagro® sdétmes. Seejérel kanti viiruste lahjendused ja
viiruseta tihiproov (s.o ainult s6de) duplikaatidena 24-stivendi plaadile kinnitunud rakkudele ja
plaati inkubeeriti 24 tundi 27 °C juures CO, vabas keskkonnas. Inkubatsiooniperioodi méddudes
tehti igast suvendist 4 pilti mikroplaadilugejaga Cytation™ 5 (BioTek). Saadud piltide pdhjal
kasutati nakatamisjargse rakkude diameetri suurenemise mddtmiseks Apareciumi tarkvara ICSE-
tooriista (Laasfeld et al. 2017). Koostati eksperimentaalandmete graafik rakkude diameeter
sOltuvuse  kohta  viirusosakeste kontsentratsioonist  (lahjendusfaktorist), millelt leiti
regressioonanaluisil  ECsp vddrtus ehk pool maksimaalsest efektiivsest viirusosakeste
kontsentratsioonist. ECso véértus on (Valem 1 kaudu seotud viiruse kontsentratsiooniga c, millest

omakorda saab arvutada MOI-indeksi (Valem 2 pdhjal.

N N
¢ = ——— (Valem1) c = MOI x— (Valem 2)
2xECgo*V %4

¢ — viiruse kontsentratsioon ehk nakatusvdimeliste viirusosakeste (ivp, ingl infectious viral
particle) arv (ivp/ml)

N — rakkude arv siivendis nakatamise alghetkel

V — lahusti ruumala suivendis (ml)

MOI — nakatuskordsus

4.4 Genereeritud bakuloviiruste valideerimine imetajarakkudega

4.4.1 Bakuloviiruste geenitllekanne imetajarakkudesse

Inimese munasarjavéhi rakuliini SK-OV-3 rakke (ATCC HTB-77) kasvatati 6-suvendilisel
plaadil (Thermo Fisher Scientific) McCoy's 5A rakus6otmes, millele on lisatud L-glutamiin
(Sigma), 10% FBS (Gibco), streptomutsiin 0,1 mg/ml (PAA), penitsilliin 100 U/ml (PAA)
(Thermo Fisher Scientific) temperatuuril 37 °C ja CO2 atmosfédris. Edasisteks
mikroskoopiakatseteks tdsteti rakud timber 8-stivendilistesse kambritesse (Imaging Chamber CG,

Zell-Kontakt). Selleks eemaldati rakkudelt esmalt McCoy's 5A s6dde ning rakke loputati
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fosfaatpuhverdatud soolalahusega (DPBS, Corning). Kasvatamisplaadilt lahtitulemiseks lisati
rakkudele 250 pl 0,05 % trlpsiin-etileendiamiintetraatsetaat (EDTA) lahust (Sigma Aldrich),
milles inkubeeriti rakke 5 minutit temperatuuril 37 °C ja CO, atmosfaaris. Seejéarel kanti rakud
kambritesse McCoy's 5A so6tmes, tihedusega 20000 rakku suvendis nii, et koguruumala igas
stivendis oleks 400 pl. Plaadile kinnitunud rakkudele lisati viiruste suspensioonid MOI vé&rtusega
5 (kui ei ole 6eldud teisiti), 1 mM naatriumbuttraadi (NaBu) juuresolekul. Kontroll-rakkudele
bakuloviirust ei lisatud. Rakke inkubeeriti 48 tundi temperatuuril 37 °C ja CO, atmosfaaris.
Nakatamisjargse inkubatsiooniperioodi jarel pesti rakud 2 korda DPBS lahusega ning
mikroskoopiakatseteks lisati rakkudele 400 ul MEMO® s6dde, lisandi A juuresolekul (Cell
Guidance Systems).

4.4.2 FZD6-FIAsH-TFP biosensori méargistamine F2FIAsh-iga

F2FIASH-EDT: lahuse valmistamiseks tehti esmalt 25 mM etaan-1,2-ditiool (EDT, Fluka) lahus
ning 2 mM F2FIAsH (stinteesitud TBD Biodiscovery poolt) lahus DMSO-s. Seejérel segati lahused
kokku ruumalavahekorras 1:1 (1 mM F.FIASH-EDT: lahus) ning inkubeeriti 10 minutit
toatemperatuuril. Bakuloviirusega hFZD6_FIAsH _TFP_VSVG_RSV nakatatud ja nakatamata
SK-OV-3 kontroll-rakkudele lisati 1 mM F:FIASH-EDT, lahus MEMO® puhvris, et lahuse
I6ppkontsentratsioon mikroskoopiakambrite stivendites oleks 2,5 M. Rakke inkubeeriti F2FIASH-
EDT, lahuses 1 tund 37 °C juures CO2 atmosféaris.

4.4.3 FZDA4, FZD5, FZD6, FZD7 immunofluorestsentsanaltisid

SK-OV-3 rakke nakatati bakuloviirustega hFZD4 VSVG_RSV, hFzZD5 VSVG_RSV,
hFZD6_VSVG_RSV, hFZD7_VSVG_RSV ning vastavate PMCFPga margistatud analoogidega.
Parast 48 tunnist nakatamisjargset inkubatsiooniperioodi pesti rakud 2 korda 400 pl DPBS
lahusega. Rakkude fikseerimiseks mikroskoopiakambrites kasutati 3% gliioksaali (Sigma Aldrich)
lahust 20%-lises etanoolis, mille pH oli viidud 4,5-ni &adikhappe lisamisega (Sigma Aldrich)
(fikseerimislahus). Rakke inkubeeriti fikseerimislahuses esmalt 30 minutit j&al, millele jargnes
inkubeerimine 30 minuti jooksul toatemperatuuril. Seejarel pesti rakud DPBS lahusega. Ulejaanud
glioksaali pleegitamiseks kasutati 100 mM NH4ClI lahust DPBS lahuses, pleegitamine toimus 20
minuti jooksul toatemperatuuril. Rakud pesti seejarel DPBS lahusega, lisati 2,5% veiste seerumi
albumiin (BSA) (Fraction V, Thermo Fisher Scientific) ja 0,1% Triton X-100 (BioTop) DPBS

lahuses (permiabiliseerimis- ja blokeermislahus) ning inkubeeriti 20 minutit. Primaarsete
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antikehadena kasutati FZD4-retseptori jaoks anti-inimese/hiire Frizzled-4 Alexa Fluor® 647-ga
konjugeeritud antikeha (FAB194R, R&D Systems), FZD5-retseptori jaoks anti-inimese FZD5 hiire
monoklonaalset antikeha (2D12, NovusBio), FZD6 jaoks anti-inimese FZD6 kitse poliiklonaalset
antikeha (AF3149, R&D Systems) ning FZD7 jaoks anti-inimese/hiire Frizzled-7 Alexa Fluor®
647-ga konjugeeritud antikeha (FAB1981R, R&D Systems). Rakke inkubeeriti primaarsete
antikehadega le66 4 °C juures. Seejarel pesti rakud DPBS lahusega. Bakuloviirustega
hFZD5_VSVG_RSV + PMCFP ja hFZD6_VSVG_RSV + PMCFP nakatatud rakkudele lisati ka
sekundaarsed antikehad, vastavalt kitse anti-hiire 1gG-Abberior STAR® RED antikeha (Abberior)
ja eesli anti-kitse 1gG NorthernLight™ NL635 antikeha (R&D Systems). Sekundaarete
antikehadega rakke inkubeeriti tund aega toatemperatuuril ning pesti seejérel kolm korda DPBS
lahusega ning lisati ibidi paigalduslahus (Ibidi). Proovidele, mis oli nakatatud PMCFPd mitte-
sisaldavate bakuloviirustega, lisati 5 min enne pesemist tuumavarv Hoechst 34580 (Chemodex),

I6pliku kontsentratsiooniga 1 pg/ml.

4.4.4 Tangensiaalvoolu filtratsiooniga rakuvaliste osakeste kontsentreerimine ja
kasvustotme vahetamine

SK-OV-3 rakke kasvatati 10 cm Petri tassidel McCoy's 5A sd6tmes taituvuseni ligikaudu 60%
- 70%, 1,5 miljonit rakku Petri tassi kohta. Seejarel nakatati imetajarakke Empty_ VSVG_PMCFP
+ RSV ja hFZD10_mCherry_VSVG_RSV + PMCFP bakuloviirustega MOI = 10, 1 mM NaBu
juuresolekul. 72 tunnise inkubatsiooniperioodi jarel koguti rakkudelt kasvusddde, tsentrifugeeriti
2000 rpm juures ja supernatanti kontsentreeriti 30 korda tangensiaalvoolu filtratsioonil (TFF-Easy,
HansaBioMed). Tangensiaalvoolu filtratsioon teostati vastavalt tootja protokollile
(HansaBioMed). Saadud 0,5 ml kontsentraat dialtiusiti 2x20 ml DPBS lahuse vastu TFF-I.

4.4.5 Fluorestsentsmikroskoopiakatsed

Bakuloviiruste transfekteerimise efektiivsuse jadddvustamiseks viidi mikroskoopiapildistamine
labi Cytation 5 (BioTek) mikroplaadilugejasse sisseehitatud fluorestsentsmikroskoobiga,
kasutades RFP filterkuubikut, RFP LEDI ja 10x objektiivi. K&ik teised mikroskoopiapildistamised
tehti kasutades Till iMIC (Till Photonics/FEI) inverteeritud mikroskoopi, mis oli varustatud TIRF
APON 60x 6li (NA 1,49) ja UPLSAPO 20x &li (NA 0,85) objektiividega (Olympus Corp.).
Elavatele imetajarakkudele naturaalse elukeskkonna tagamiseks on mikroskoopi sisse ehitatud

spetsiaalne kamber, milles hoitakse temperatuur 37 °C juures ning mis sisaldab 5% CO2. Proovid
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ergastati jarjestikku PhoxX laserdioodidega (Omicron-Laserage), mis olid kombineeritud SOLE-6
laserkombainerisse (Omicron-Laserage): 405 nm (120 mW) (Hoechst 34580 jaoks), 445 nm (100
mW) (CFP jaoks), 515 nm (80 mW) (F2FIAsH jaoks) ja 638 nm (150 mW) (Aberior STAR ja
NL635 jaoks). mCherry-ga proovid ergastamiseks kasutati 561 nm Cobolt Jive DPSS (106 mW)
laserit, mille intensiivust reguleeriti AOTF filtriga. Ergutusvalgus suunati Yanuse
skaneerimispeale (ingl scan head), mida koos Polytrope'i galvanomeetrilise peegliga (Till
Photonics/FEI) kasutati laseri positsioneerimiseks laivélja epifluorestsentsiks, TIRF-valgustuseks
(ligikaudu 100 nm stgavus) vdi HILO-valgustuseks. Ergastus- ja emissioonvalgus eraldati
spektraalselt pildistusfiltrite kuubikutega, mis sisaldasid kiirtejagajat zt405/488/561/640rpc voi zt
442/514/561 TIRF ja emissioonfiltrit ET 405/488/561/640TIRF vdi ZET 442/514/561m TIRF
(Chroma). Lisaks kasutati rakupiiride maaramiseks heleda valja kanalit. Pildistamiseks kasutati
elektronmultiplikaatoriga (EM) laengupdhist kaamerat iXon Ultra 897 (Andor Technology), mis
paigaldati mikroskoobi kulge 2-kordse suurendusega TuCam-adapteri (Andor Technology) abil.
Kaamerat jahutati -100 °C-ni vedeliku ringluskutte Oasis 160 (Solid State Cooling Systems) abil.
Kdik mdotmised viidi labi kaheksast stivendites koosnevates CG kambrites ja vahemalt viis valitud
piirkonda iga stivendi kohta jaddvustati 16-bitise OME-TIFF multivarviliste Z-pakkidega (ingl Z-
stack) (100 kaadrit, 200 nm piesofookuse sammuga 60x objektiivi puhul vdi 500 nm sammuga 20%
objektiivi puhul). Ekspositsiooni aeg oli 50 ms ja EM-vdimendus 300 laiavaljalise
epifluorestsentsiga pildistamise korral. Uhevirvilised ajapakid (ingl time-stacks) (200 kaadrit 20
Hz juures) tehti TIRF ergastamisel superresolutioooni jaoks ja Uhevarvilised ajapakid (8x500
kaadrit 50 Hz juures) nanoosakeste jalgimise analulsi jaoks kasutades HILO ergastamist. Erinevate
fluorestsentsligandide ja -vérvide puhul muudeti laseri vdimsust, et v8imaldada optimaalset
signaalitaset (tagati kanalites tuvastatava ristsignaali puudumine). lIga fluorestseeruva ligandi/varvi

puhul tehti vahemalt kaks sdltumatut katset.

4.4.6 Andmete ja piltide analtits
Mittelineaarsete regressioonanaliuside ja t-testi jaoks kasutati GraphPad Prism 5 programmi.
Piltide analtitisideks kasutati vabavaralisi programme Fuji ja ICY. Laivélja epifluorestsentsi Z-
pakkid dekonvolveeriti EpiDEMICI plugin-ga (Soulez et al. 2012). Superresolutsiooni radiaalsete
kdikumiste (SRRF, ingl super-resolution radial fluctuations) piltide genereerimiseks kasutati
NanoJ-SRRF plugin-i (Gustafsson et al. 2016) ja fluorestseeruvate nanoosakeste jalgimise jaoks
(NTA, ingl nanoparticle tracking anlysis) NanoTrackJ plugin-i (Wagner et al. 2014).
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5. TULEMUSED JA ARUTELU

5.1 Frizzled-retseptoreid kodeeriva MultiBacMam-VLP ststeemi loomine

5.1.1 Rekombinantse plasmiidi konstrueerimine Rous Sarcoma viiruse gag-valgu
ekspresseerimiseks

GPCRde wuurimiseks on Tartu Ulikooli Bioorgaanilise keemia Gppetoolis loodud
modifitseeritud Geneva Biotech MultiBacMam™ tehnoloogial pdhinev (Sweet)MultiBac(Mam)
plasmiidide raamatukogu. Koik raamatukokku kuuluvad plasmiidid on sekveneeritud Tartu
Ulikooli Genoomika Instituudi tuumiklaboris. Raamatukokku kuuluvaid erineva antibiootikumi
resistentsusega plasmiide on vOmalik nii eraldiseisvana kui ka Cre-LoxP reaktsioonil
rekombineerituna kasutada valkude ekspresseerimiseks putuka- ja/vdi imetajarakkudes.
Raamatukokku kuuluvate plasmiidide kombinatoorne paindlikkus avab uusi véimalusi GPCRde
mitmekilgsemaks uurimiseks.

Osa plasmiidide raamatukogust on suunatud FZD-retseptorite uurimisele (lisa 6). FZD-
retseptoreid kodeerivad geenijarjestused on kloneeritud transpositsioonielemente sisaldavatesse
aktseptorplasmiididesse. Doonorplasmiidid sisaldavad erinevate funktsioonidega abi-, marker- voi
regulaatorvalke kodeerivaid geenijarjestusi. Antud to0s genereeriti uudne FZD-retseptorite
ekspressioonisusteem imetajarakkudes, mis v@imaldab imiteerida v@imalikult lahedaselt FZD-
retseptorite funktsiooni nende naturaalses elukeskkonnas, s.0 imetajarakkude membraanis ning
imetajarakkudele vastava post-translatoorsete modifikatsioonidega.

Slsteemi genereerimiseks taiendati esmalt olemasolevat plasmiidide raamatukogu uue
rekombinantse doonorplasmiidiga. Uue doonorplasmiidi tiheks lahteplasmiidiks oli raamatukokku
kuuluv, VSVGd kodeerivat jarjestust sisaldav doonorplasmiid, mis tagab efektiivsema geneetilise
informatsiooni kandumise imetajarakkudesse viiruste vahendusel ning varasemalt on néidatud, et
ka BBVsid saab kasutada transfektsiooniagendina imetajate rakkudesse geneetilise informatsiooni
sisseviimiseks (Mazina et al. 2012). Teise lahteplasmiidina kasutati gag-valku kodeerivat jarjestust
(t&psemalt SuperM_RSV _gag) sisaldavat doonorplasmiidi, mis tagab VLPde pungumise
imetajarakkude plasmamembraanist. Kuna VLPd vdivad imetajarakkudest pungudes vétta oma
lipiidimbrisesse imetajarakkude membraanvalgud (sh ka GPCRd), on pungunud VLPsid véimalik
kasutada imetajarakkudele alternatiivse, vahem kompleksse sisteemina FZD-retseptorite

uurimiseks.
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Doonorplasmiidi  pDC_I_VSVG-M_SuperM_RSV _gag  konstrueerimiseks  (ihendati
ligeerimisreaktsioonil enstiimiga BstXI lineaarseks I6igatud plasmiid pDC_I_VSVG (4426 bp)
ning enstiimidega BstXI ja PI-Scel Idigatud fragment plasmiidist pDC_M_SuperM_RSV_gag
(3340 bp) (lisa 8). Ligeerimisreaktsiooni produktile teostati PCR kolooniaanaluilis praimeritega
Forward RSV gag ja Reverse RSV gag. Teoreetiliselt arvutatud PCR produkti (2170 bp) andnud
kolooniad puhastati lusaadist. Véljavalitud koloonia tdiendavaks kontrollimiseks viidi 14bi
restriktsioonanalliis enstiimidega Bglll, BstXI ja Ecol471. Teoreetiliste arvutustega kooskdlas
olevad produktid on nédidatud joonisel 3 toodud geelipildil. Seega dnnestus genereerida to6 raames
uus, VSVGd ning SuperM_RSV_gag-i kodeerivat jarjestust sisaldav doonorplasmiid (lisa 7), mis
suurendab raamatukokku kuuluvate plasmiidide kombinatoorset paindlikkust veelgi.

1kb Belll,  Ecol47l Ecol47l

DNA
redel

10000 g
S

o
6000 S
4000
3g80 :_ - » % — 1: ggltliI_I_VSVG_M_SuperM_RSV_gag
2500 . —
o 1. 4100 bp
2000 2. 3666 bp
2: pDC_I_VSVG_M_SuperM_RSVY_gag
1500 Ecoi471
1. 5862 bp
1000 2. 904 bp
3: pDC_I_VSVG_M_SuperM_RSV_gag
750 . Eco1471 + BstXI
1. 4757 bp
. ‘ 2. 2105bp
500 ; 3. 904bp

Joonis 3. Plasmiidi pDC_I_VSVG-M_SuperM_RSV_gag restriktsioonanallitis enstiimidega
Bglll, Ecol471 ja BstXl. Toodud on eksperimentaalne geelelektroforeesi pilt (vasakul) ning
programmis SnapGene® simuleeritud geelelektroforeesi pilt ja teoreetiliselt arvutatud produktide

suurused (paremal).

5.1.2 Plasmiidide thendamine Cre-LoxP rekombinatsioonireaktsioonil

Jargevalt Uhendati genereeritud doonorplasmiid (pDC_|I VSVG-M_SuperM_RSV_gag) Cre-
LoxP reaktsioonil FZD-retseptoreid kodeerivaid geenijarjestusi sisaldavate
aktseptorplasmiididega. Puhastatud Cre-LoxP reaktsiooniproduktidele kontrollimiseks teostati
restriktsioonanaltiis ensiiimidega Nhel ja Notl ning ldigatud produktide suurused vastasid

teoreetiliselt arvutatud suurustega (lisa 9).
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Seejdrel viidi 1&bi jargmine Cre-LoxP reaktsioon, mille kdigus Gihendati eelnevalt kontrollitud
Cre-LoxP reaktsiooni produktidega fluoresetsentsmarkerit PMCFPd kodeerivat geenijarjestust
sisaldav doonorplasmiid pDS_IM_MyrPalm_CFP. Restriktsioonianalutsiks valiti ensutim Munl.
PMCFPd kodeeriva geenijarjestuse esinemist rekombinantses plasmiidis tGestavad restriktsiooni
produktid suurustega > 7567 bp ja 2777 bp ning produkt(id) suurusega 4984 ja/vGi 5564 bp (Lisa
8). Cre-LoxP reaktsioonidel vdib tGhineda doonorplasmiidi(de)ga ka mitu aktseptorplasmiidi, mis
teeks vOimalikuks mitmete soovimatute geenijarjestuste  transpositsiooni  bakmiidi.
Restriktsioonanallisi produkti(de) puudumine 2777 bp ja 4984 bp vahel (lisa 10) viitab aga
korrektsele rekombinatsioonile ning Uhekordse aktseptorplasmiidile esinemisele. Kokkuvottes
onnestus to0 raames labiviidud Cre-LoxP reaktsioonidel genereerida 14 MultiBac plasmiidi, mis

kdik kontrolliti restriktsioonanalldsidel.

5.2 Rekombinantsete bakuloviiruste genereerimine ja nende tiitri maaramine

MultiBac plasmiidid viidi transfektsiooni @Gnnestumist bakmiidi kontrolliti sinise/valge
koloonia selektsioonil, kus kdik MultiBac plasmiidi sisaldavad rakud andsid valged kolooniad, mis
paljundati ning puhastati. Saadud rekombinantsed bakmiidid transfekteeriti Sf9 putukarakkudesse
bakuloviiruste genereerimiseks. ToO6 kéigus ©Onnestus genereerida bakuloviirused koigist
neljateistkiimnest MultiBac plasmiidist.

Valkude korratava ning optimaalse ekspressioonitaseme  tagamiseks  madrati
nakatamisv@imeliste viirusosakeste kontsentratsioon ehk tiiter. Tiitri mé&aramiseks kasutati
pildianaltsil pdhinevat ICSE-tooriista. Graafikul 1 on kujutatud Sf9 rakkude diameetri
suurenemise soltuvus nakatamisvdimeliste viirusosakeste kontsentratsioonist. Mittelineaarse
regressioon-analulsiga leiti EC50 véartused, millest omakorda arvutati bakuloviiruse tiiter. Tiiter
onnestus maarata koigil neljateistkiimnel bakuloviirusel (lisa 11). Selleks, et kasutada edasistes
katsetes imetajarakkude nakatamiseks optimaalset bakuloviiruse ruumala, amplifitseeriti
bakuloviirused vajadusel kdrgema tiitrini.

FZD-retseptorite 4, 5, 6 ja 7 korral oli nédha teatavat seost rakkudes ekspresseeritavate valkude
arvu ning bakuloviiruste tiitri vaartuste vahel. Nimelt jaab kolme valku (FZD-retseptorid, VSVG,
PMCEFP) ekspresseerivate rakkude genereeritud bakuloviiruste hulk madalamaks vorreldes kahte
valku (FZD-retseptorid, VSVG) ekspresseerivate rakkude genereeritud bakuloviiruste hulgaga.
Né&htust voib selgitada asjaoluga, et iga valgu tootmisprotsess nduab rakkudelt energiat, mist6ttu

on suurema arvu valkude ekspresseerimise korral rakul vdhem energiat bakuloviiruste
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genereerimiseks. Sellest tulenevalt nduab suuremat arvu valke tootvate bakuloviiruste
kontsentratsiooni tdstmine rohkem amplifitseerimisetappe. Kdik saadud MultiBac bakuloviirused

amplifitseeriti piisava kontsentratsioonini, et kasutada neid edasistest katsetes.

18-
E log(ECsp) =-1,91 + 0,13 )
= o
3 17
B
S
s
S 16- ¢
< 1
r
15 ' . . ' .
-4 -3 -2 -1 0
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Graafik 1. Sf9 rakkude diameetri sdltuvus bakuloviiruse Empty VSVG_RSV_PMCFP
kontsentratsioonist (lahjendusfaktorist). Katsepunktideks on duplikaatide keskmised vaartused

ning veajoonteks aritmeetiliste keskmiste standardhalbed.

5.3 Geenide ekspressiooni valideerimine imetajarakkudes

Enamik imetajarakkude tulpidest on sobilikud efektiivseks nakatamiseks bakuloviirustega
(Geneva Biotech 2021). Kéesolevas td0s kasutati mudelsiisteemina imetaja munasarjavahi
rakuliini SK-OV-3 rakke. Munasarjavéhi arengus méngib kriitilist rolli WNT/B-kateniini
signaalirada ning on néidatud, et vahi agressiivsus Kkorreleerub FZD7-retseptori
uleekspresseerimisega (Asad et al. 2014), mistottu peetakse FZD-retseptorite inhibiitoreid
potentsiaalseteks ravimikandidaatideks. SK-OV-3 rakukultuuri rakud on ka véga heterogeense
morfoloogiaga ning sobilikud mikroskoopiakatseteks, kuna rakumembraani ja tuuma vaheline

ruum on sageli piisav, eristamaks ekspresseeritud valkude paiknemist erinevates raku osades.
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5.3.1 FZD-retseptorite ekspressiooni valideerimine

5.3.1.1 FZD10_mCherry ekspressioon SK-OV-3 rakkudes

FZD-retseptorite olemasolu genereeritud bakuloviirustes oli k&ige lihtsam tdestada
fluorestsentsmargistega konjugeeritud retseptorite, FZD10-mCherry ja FZD6_FIAsh_TFP, korral.
Esmane jareldus FZD10-retseptori ekspressiooni kohta putukarakkudes tehti bakuloviiruste
hFZD10_mCherry VSVG_RSV ja hFZD10_mCherry VSVG_RSV_PMCFP kogumiseks
tsentrifugeeritud violetse tooniga Sf9 rakkude pdhjal (lisa 12). FZD10-retseptori ekspresseerimist
nimetatud bakuloviirustega nakatatud imetajarakkudes kontrolliti fluorestsentsmikroskoopiaga.
Joonisel 4 on néha, et MultiBacMam on véga efektiivne meetod imetajarakkudesse geneetilise

informatsiooni sisseviimiseks bakuloviiruste vahendusel, vGimaldades saavutada ligildhedaselt

100%-lise transfektsiooni efektiivsuse.

,Oﬂ
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Joonis 4. FZD10-mCherry ekspressiooni efektiivsuse valideerimine. A ja B: bakuloviirusega
hFZD10_mCherry_VSVG_RSV nakatatud SK-OV-3 rakud; C ja D: kontroll (nakatamata) SK-
OV-3 rakud. A ja C: epifluorestsentsmikroskoopiapilt punases kanalis (Cytation 5 RFP filtrite
komplekt ja 523 nm LED valgustus); B ja D: heledusvélja mikroskoopiapilt. Skaala = 100 pum.

Joonisel 4 toodud mikroskoopiapiltide pdhjal on n&ha lisaks ootusparasele rakumembraanist
tulenevale mCherry signaalile ka margatavat signaali rakkude sisemuses. Nahtust vdiks seletada
endogeensete  WNT-ligandide poolt pidevalt aktiveeritud ning endotsiteeritud retseptorite
esinemisega rakkudes. Paraku ei muutnud olukorda ka 48 h enne eksperimenti rakkude t66tlemine
porkupiini enstiumi inhibiitoriga C59 (5 nM), mis pérsib endogeensete WNT-ligandide
palmitollatsiooni. Rakusisene signaal v6ib olla pdhjustatud ka mCherry Ule-ekspresseerimisest
ning edasistes katsetes tuleks optimeerida nakatamistingimusi (MOI véartus, inkubeerimisaeg).

FZD-retseptorite rakusisese paiknemise tdpsemaks analiiusimiseks kasutati suurema
lahutusega mikroskoopiat. llmnes, et FZD10-retseptorid on lisaks plasmamembraanile koondunud
ka plasmamembraani lahedal asuvatesse rakusisestesse klastritesse (joonis 5). Sarnast nahtust
Kirjeldas esmakordselt Scavo et al. (2019), néidates FZD10-retseptori paiknemist mitmetes
kasvajarakuliini rakkudes sisalduvates Klastrites. Sellisteks klastriteks vdivad olla naiteks
multivesikulaarsed kehad (MVB, ingl multivesicular bodies). MVBd saavad Uhineda ka
plasmamembraaniga ja vabastada enda koostises olevad vesiikulid rakuvélisesse keskkonda.
Rakuvalisesse keskkonda vabastatud vesiikuleid tuntakse eksosoomidena (Qin and Dallas 2019).
Ka Scavo et al. (2020, 2019) on kirjeldanud FZD10-retseptorite paiknemist eksosoomides ja
seostanud néhtust rakkudevahelise suhtlusega.

TIRF-mikroskoopiapiltide pdhjal ilmnes FZD10-retseptori markimisvaarne koondumine
piklikele tsttoskeleti struktuuridele (nt aktiini filamendid) ja rakumembraani véljasopististele ehk
filopoodiatele (Joonis 5 D, E). Ka Nager et al. (2017) on ndidanud mitme GPCR klassi kuuluva
retseptori (nt FZD-retseptori alamklassi Smoothened retseptori) kontsentreerumist imetajarakkude
filopoodiatele enne rakumembraanist mikrovesiikulitena eemaldumist. T&pne pdhjus ning
mehhanism retseptorite kaasamise kohta rakuvélistesse mikrovesiikulitesse on uurimisel, kuid
protsessi seostatakse uldiselt rakkudevahelise suhtlusega.

Rakuvaliste osakeste ligildhedase ja osaliselt kattuva suuruse tottu - eksosoomid ~20 - 200 nm,
mikrovesiikulid ~100 - 1000 nm (Qin and Dallas 2019) ja RSV keskmiselt 94 nm (Johnson et al.
2001) — raskendab nende suuruse jargi eristamist. Uks vimalus VLPde eraldamiseks on kasutada
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rakuvaliste vesiikulite produktsiooni inhibiitoreid (Catalano and O’Driscoll 2019). Kasutusel on
ka rakuvaliseid vesiikuleid margistavad spetsiifilised tetraspaniinsed markerid (CD9, CDG63,
CD81) (Jankovicova et al. 2020). Vastavaid markereid sisaldavad ka osa Bioorgaanilise keemia
Oppetooli (Sweet)MultiBac(Mam) raamatukokku kuuluvates plasmiididest (lisa 6), millest

tulenevalt on tulevikus potentsiaalselt vdimalik hinnata VLPde osakaalu rakuvéliste vesiikulite

suhtes.

Joonis 5. FZD10-mCherry lokaliseerumine elusates SK-OV-3 rakkudes. A: maksimaalse
signaali Z-projektsioon, néha retseptori klasterdumine raku sees. B ja C: sama raku 3D esitus,
mCherry signaal on pseudovérvistatud soltuvalt stigavusest (Z-tasandist). Téheldatav rakusiseste
klastrite lokaliseerumine enamjaolt rakumembraani l&heduses. D: sama rakk TIRF-valgustusega —
nahtav retseptori kontsentreerumine filopoodiates ja lokaliseerumine tsltoskeleti piklikes
struktuurides. E: sama rakk visualiseeritud SRRF-mikroskoopiaga TIRF-valgustusega, mis
illustreerib paremini aktiinilaadset struktuuri. Fourie rongate korrelatsiooni analtitis (ingl Fourier

Ring Correlations - FRC) néitab 55 nm eraldusvoimet saavutamist. Skaala = 10 pm.
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Bakuloviirusega FZD10 mCherry VSVG_RSV nakatatud imetajarakkudelt  koguti
nakatamisjargse inkubatsiooniperioodi jarel kasvustdde ja rakuvélised osakesed kontsentreeriti
TFF-ga. Kontsentreeritud rakuvélistest osakestest mdddetud mCherry ergastus- ja
emissioonispketer (lisa 13) vastavad mCherry-le karakteristlikutele spektritele ning sellest
tulenevalt voib kinnitada FZD10-retseptor paiknemist kdrges kontsentratsioonis ka rakuvalistes
osakestes.

5.3.1.2 FZD6-FIAsH-TFP ekspressioon SK-OV-3 rakkudes

Bakuloviirus hFZD6_FIAsH_TFP_VSVG_RSV genereeriti lahtudes Kozielewicz et al. (2020)
disainitud intramolekulaarse Forsteri resonantsenergia llekandega (FRET) biosensorist. FRET
meetod pBhineb energia Glekandel doonorfluorofoorilt aktseptorfluorofoorile ning protsessi kéigus
vaheneb doonormolekuli fluorestsentsi intensiivsus, mille arvelt kasvab aktseptormolekuli
emissiooni intensiivsus.. Antud biosensoris paikneb C-terminaalses alas FRET energia doonor,
milleks on tstaansiniselt fluorestseeruv valk (TFP, ingl teal fluorescent protein), ning TM
heelikseid 5 ja 6 Ghendavas rakusiseses aasas paikneb tetratstisteiinne aminohappejarjestus FRET

energia aktseptori FoFIAsH seondumiseks (lisa 14).

.
.
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Joonis 6. FZD6-FIAsH-TFP lokaliseerumine elavates SK-OV-3 rakkudes. A: TFP signaal,
ergastatud 445 nm laseriga. Néidatud retseptori ekspresseerumine rakkudes ning lokaliseerumine
nii kui plasmamembraanis kui ka rakkude sees. B: FIAsH signaal, ergastatud 515 nm laseriga. Naha
rakkude varvumist ning kohati ka fluorestsentsvarvi agregatsiooni. C: TFP ja FIAsH Uhildatud
kanalid — illustreerib kollokalisatsiooni, mis on paremini kujutatud suurendatud huvipakkuvas

regioonis: D, E, F (kolokalisatsiooni Pearson’i koefitsient 0,65). Skaala = 10 um.

Kui FZD6 retseptori aktiveerida agonistiga, siis toimub retseptori konformatsiooniline muutus,
mis toob kaasa F,FIAsH ja TFP omavahelise kaugenemise ning FRETI efektiivsuse languse.
Kahjuks pohjustab FIAsH mittespetsiifiline seondumine rakukomponentidega sageli raskusi FRET
signaali muutuse modtmisel. Eelduste kohaselt voimaldaks t00 raames loodud susteem antud
biosenori Ule kanda rakuvélistele osakestele ning detekteerida kdrgemat FRET signaali muutust
imetajarakkudega vorreldes vahem kompleksses susteemis. T60 edasiarendusena on plaan seda
kontrollida.

To06s kontrolliti biosensori ekspressiooni SK-OV-3 rakkudes. Joonise 6 pdhjal on néha, et antud
bakuloviirus on v@imeline tootma imetajarakkudes vastavat biosensorit ning FFIAsH saab
seostuda FZD6-retseptori modifikatsioonil loodud tetratsiisteiinse seondumisjarjestusega. Paraku
nahti FIAsHist signaali ka bakuloviirustega nakatamata kontroll rakkude korral, mis arvatavasti
tulenebki FIAsH mittespetsiifiliselt seondumisest endogeensete valkude Cys rikaste aladega.

5.3.1.3 FZD-retseptorite 4, 5, 6 ja 7 ekspressioon SK-OV-3 rakkudes
Fluorestsentsméargistamata FZD-retseptorite 4, 5, 6, ja 7 ekspressiooni valideeriti primaarsete
ja sekundaarsete antikehadega. SK-OV-3 rakud nakatati bakuloviirustega hFZD4_VSVG_RSV,
hFzZD5 VSVG_RSV, hFZD6 VSVG_RSV ja hFZD7_VSVG_RSV ja vastavate PMCFPd
sisaldavate analoogidega (kokku 8 bakuloviirust). Rakkude fikseerimise ja permeabiliseerimise
tulemusena kadus paraku suur osa CFP signaalist. Analtiusitud kaheksast bakuloviirusest 6nnestus
kuuel juhul tdestada FZD-retseptorite ekspressiooni selektiivsete antikehade kaudu, seda nimelt
FZD-retseptorite 4, 5 ja 6 korral (joonis 7). Kahjuks ei 6nnestunud mérgistamine FZD7-retseptori
korral. Eeldame, et antud juhul vOiks tegu olla mitte toé6tava antikehaga, kuna SK-OV-3 rakud on
tuntud ka endogeensete FZD7 retseptorite Ule-ekspresseerimise poolest. Nakatamata kontroll-
rakkudes tuvastati vadhesel maaral varvumist aga FZDA4-retseptori spetsiifilise antikeha

juuresolekul, mis voikski viidata SK-OV-3 rakkudes ka endogeense FZD4 retseptori olemasolule.
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Nahtust vOiks tulevikus pdhjalikumalt uurida FZD4-retseptorite selektiivse vaigistamise kaudu
(ingl silencing). FZD-retseptorite 5, 6 ja 7 korral kontroll-rakkude varvumist vastavate antikehade
juuresolekul ei toimunud. Bakuloviirusega hFZD5 VSVG_RSV nakatamisel toimus suur osa
margistamisest rakkude sees, mis erines hFZD5 VSVG_RSV_PMCFP korral nahtud
margistamismustrist, kus suur osa retseptorist paiknes plasmamembraanis. Nahtust voiks seletada

retseptori (le-ekspresseerimisega hFZD5 VSVG_RSV-ga nakatamise korral ning edasistes

katsetes tuleks optimiseerida nakatamistingimusi.
A

Joonis 7. FZD-retseptorite 4, 5, 6 immunofluorestsentsvarvimine fikseeritud SK-OV-3
rakkudes. Esitletud on nimetatud retseptoriteid (ilma PMCFPd) sisaldavate bakuloviirustega
nakatatud rakud. Antikehade varvid ergastati 638 nm laseriga. Tuuma vérvimiseks kasutati
Hoechst 34580, mis ergastati 405 nm laseriga. A: FZD4 — signaal Alexa 647 konjugeeritud
primaarsest antikehast. B: FZD5 - signaal Abberior Star RED konjugeeritud sekundaarsest
antikehast. C: FZD6 - signaal NL635 konjugeeritud sekundaarsest antikehast. Skaala = 10 um.

5.3.2 Plasmamembraanmarkeri PMCFP ekspressioon SK-OV-3 rakkudes

Enamik t60s genereeritud bakuloviiruseid sisaldasid ka plasmamembraanmarkerit PMCFP.
Joonise 8 ja 9 pdhjal on naha, et Ulekaalukas rakumembraanist tulenev CFP signaal oli tuvastatav
koikide t60s kasutatud FZD-retseptorite korral (FZD-retseptorid 4, 5, 6 7 ja 10). CFP signaali
nagemine ka FZD7-retseptori korral néitab kaudselt ka retseptorit kodeeriva jarjestuse olemasolu
vastavates MultiBac plasmiidides. Vaidet kinnitab MultiBac plasmiidide edukas transpositsioon
bakmiidi, kuna transpositsiooni eest vastutavad transpositsioonielemendid paiknevad just FZD-

retseptoreid kodeerivaid jarjestusi sisaldavates aktseptorplasmiidides.
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Joonis 8. Plasmamembraanmarkeri PMCFP lokaliseerumine elusates SK-OV-3 rakkudes.
Marker koekspresseeritud bakuloviirustega: FZD4-VSVG-RSV-PMCFP (A), FZD5-VSVG-RSV-
PMCFP (B), FZD6-VSVG-RSV-PMCFP (C) ja FZD7-VSVG-RSV-PMCFP (D). CFP ergastati
445 nm laseriga. Skaala = 10 um.

Bakuloviirusega hFZD10-mCherry_VSVG_RSV_PMCFP nakatatud SK-OV-3 rakkude naitel on
vOimalik tdiendavalt kinnitada, et he bakuloviirusega nakatamine vdimaldab ekspresseerida
imetajarakkudes korraga mitmed fluorestsentsvalke (FZD10-mCherry, PMCFP) (joonis 9).

Joonis 9. Plasmamembraanmarkeri PMCFP ja FZD10-mCherry kolokalisatsioon elusates
SK-OV-3 rakkudes. Rakkude nakatamiseks on kasutatud bakuloviirust Fzd10-mCherry-VSVG-
RSV-PMCFP. A: CFP ergastati 445 nm laseriga. B: mCherry ergastati 561 nm laseriga. C: pilt
uhildatud kanalitest. Skaala = 10 pum.

5.3.3 RSV gag-valku ekspressioon SK-OV-3 rakkudes (VLPde genereerimine)

Kuna too raames oli genereeritud ka bakuloviirus, mis ei sisaldanud RSV gag-valku kodeerivat
jarjestust (Empty_VSVG_PMCFP), tekkis taiendav vdimalus kontrollida kaudselt RSV gag-valgu
ekspresseerimist imetajarakkudes. Eelduste kohaselt peaks RSV gag-i sisaldavate bakuloviirustega
nakatatud imetajarakkude korral olema detekteeritav PMCFP signaal kdrgem, seda just VLPde
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kdrgema kontsentratsiooni tottu rakuvélistes osakestes. Joonisel 10 esitatud andmete pdhjal
jareldub, et gag-valgu koekspresserimine suurendab markimisvaarselt fluorestseeruvate

nanoosakete olemasolu rakkude kasvukeskkonnas.
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Joonis 10. Plasmamembraanmarkeri PMCFP fluorestsentsi intensiivsus SK-OV-3 rakkude
kasvusootmes. Rakud oli nakatatud bakuloviirustega Empty-VSVG-PMCFP, Empty-VSVG-
RSV-PMCFP ja FZD10-mCherry-VSVG-RSV. Korjatud kasvusodde filtreeriti 1abi 0,45 nm
pooriga filtri, kontsentreeriti ja dialutsiti TFF-ga. Proovides moddeti CFP signaali (ergastamine
435+10 nm ja emissioon 480+10 nm, Cytation 5 multisivendiplaadiloenduriga (lisa 15)). Ka
tsentrifugeeritud rakkudest mdddeti signaal (eeltoodud tingimustel). FZD10 bakuloviirustega
nakatud rakud kasutati taustsignaalina, et arvutada Umber ainult CFPst tulenev signaali PMCFP-ga
nakatatud rakkudes. Graafikul on ndidatud vastavate kasvus6otmete CFP signaalide ja rakkude
CFP signaalide suhe, mis normaliseeriti Empty-VSVG-PMCFP signaali suhega. On néha oluliselt

(P<0.001) kdrgemat CFP fluorestsentsi intensiivsust RSV ekspresseerimise korral.

Kogutud nanoosakeste suurust oli v@imalik nédidata fluorestsents NTA meetodiga. Selleks
maoddeti proovide liikuvus, kasutades HILO valgustamist. Osakeste liikumistrajektoore jalgides oli
voimalik tuletada nanoosakeste suuruste tdondosusjaotus (lisa 16). Kontrolliks kasutatava
bakuloviiruse korral, mis ei sisaldanud gag-valku kodeerivat jarjestust, jai domineerivate osakeste
suurus 200 nm juurde. RSV koekspresseerimise puhul tekkis aga uus pikk suurusega 90-100 nm,

mida vdiks seostada just VLPde pungumisega nakatatud imetajarakkudest.

35



6. KOKKUVOTE

Bakalaureusetd6 raames loodi uus imetajarakkudel pdhinev slisteem mitmete valkude koos
ekspresseerimiseks. Loodud slsteemi on potentsiaalset vdimalik kasutada imetajarakkudest
pungunud Rouse Sarcoma Viruse VLPdes huvipakkuvate valkude kuvamiseks ja imetajarakkudega
vorreldes vahem kompleksses siisteemis uurimiseks.

Teoreetilises osas anti uUlevaade G-valkudega seotud retseptorite perekonnast ja perekonna
alamklassi FZD kuuluvatest retseptoritest. Kirjeldati mitme valgu koos ekspresseerimise
tehnoloogiaid nii pro- kui ka eukartiootsetes rakkudes ning tutvustati detailsemalt t66s mitme valgu
ekspresseerimiseks kasutatud modifitseeritud MultiBacMam® tehnoloogiat. Lihidalt kirjeldati ka
fluorestsentsmeetodeid bioloogiliste proovide uurimiseks.

Praktilise t60 raames loodi geenitehnoloogiliste meetoditega rekombinantne plasmiid, mis
vOimaldab tdsta valkude ekspressioonitaset imetajarakkudes ning tagab VLPde pungumise
imetajarakkude plasmamembraanist. Rekombinantne plasmiid Uhendati FZD-retseptoreid ning
fluorestsentsmarkerit kodeerivaid geene sisaldvate plasmiididega Cre-LoxP rekombinatsioonil.
Too kaigus loodi kokku 14 erinevat MultiBac plasmiidi ning rekombinatsioonireaktsioonide
korrektsust tdestati restriktsioonanaltiiisidel. MultiBac plasmiidid transponeeriti bakmiidi ning
putukarakkudest genereeritud 14 bakuloviirusel maarati tiiter. Bakuloviirustega nakatatatud
imetajarakkudes ~ huvipakkuvate  valkude  ekspressiooni  valideerimiseks  kasutati
fluorestsentsmikroskoopiat.

Mikroskoopiliste katsetulemuste pdhjal vdib éelda, et loodud siisteem vdimaldab efektiivset
mitme valgu koos ekspresseerimist imetajarakkudes, pdhinedes vaid Uhte rekombinantsesse
plasmiidi kodeeritud huvipakkuvatel geenijérjestustel. Antud t60 raames imetajarakkude
nakatamistingimuste optimeerimist 1abi ei viidud, mis on aga vajalik etapp loodud ststeemi
edasisel rakendamisel. FZD-retseptorite ekspressiooni valideerimisel oli kohati, eelkdige FZD-
reteptorite 10 ja 5 korral, ndha retseptorite méarkimisvéarset paiknemist rakusisestes klastrites, mis
vOib olla seotud rakkudevahelise suhtlusega. Tdestati ka rekombinantsesse plasmiidid kodeeritud
gag-valgu ekspressiooni imetajarakkudes. SoOltuvalt preparaati edasistest rakendustest, tuleks
VLPd rakuvélistest osakestest ka eraldada. VVLPsid on vdimalik tulevikus kasutada nendes kuvatud
FZD-retseptorite tdpsema aktivatsioonimehhanismi valjaselgitamiseks ning ligand-retseptor

interaktsioonide uurimiseks.
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Lisa 1. G-valgu aktiveerimimehhanism. A: Inaktiivne G-valk ning membraani labiv GPCR, B: Aktivaatori seondumisel GPCRga toimub
retseptori konformatsiooniline muutus, mis vdimaldab G-valgul seonduda GPCRga, C: G-valgu seondumisel GPCRga asendub a-alalihikus
paiknev GDP GTPga, mis aktiveerib G-valgu. Aktiveeritud G-valk eemaldub GPCRst, aktiveerides erinevaid rakusiseseid signaaliradasid, D: GTP

hidrolutsub GDP-ks ning taastub G-valgu esialgne struktuur.
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Lisa 2. WNT/FZD g-kateniinist soltuv signaalirada. A: WNT-ligandi mitte-seondumine FZD-retseptorile. Transkriptsiooni koaktivaator -
kateniini fosforuleerimine degradatsiooni komplekssi kuuluva gliikogeeni siintaasi kinaas 3p (GSK-3p) poolt, ubikineerimine B-trandutsiini
kordusi sisaldava valgu (B-Trcp) poolt ning degradatsioon proteosoomis. B: WNT-ligandi seondumine FZD-retseptorile. Naidatud on FZD-
retseptori ja koretseptori (LRP 5/6) heterodimeriseerumine ning FZD-retseptorite homodimeriseerumine. WNT-ligandi, FZD-retseptori ja

koretseptori (LRP 5/6) vastastikmdjul inhibeeritakse GSK-3p, fosforiilerimata B-kateniin siseneb raku tuuma, seostub transkriptsioonifaktoritega
(TCF/LEF1) ning aktiveerib vastavate geenide transkriptsiooni.
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Muutused RSV Gag M-domeeni
aminohappelises jarjestuses - SuperM
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Lisa 3. Gag-valgu N-terminaalses osas paiknev 86-st aminohappest koosnev M-domeen ja modifitseeritud SuperM-domeen. M-domeenis

on 11 aluseliselist aminohapet, mis interakteeruvad happeliste fosfolipiidide kaudu negatiivselt laetud raku sisemembraaniga ning méngivad olulist
rolli VLPde pungumisel plasmamembraanist. Et suurenedada VVLPde pungumise efektiivsuse, on SuperM-domeenis on kaks happelist aminohapet

asendatud aluseliste aminohapetega positsioonides 25 ja 70. Joonis on kohandatud Callahan and Wills (2003) artiklist.
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p-galaktosidaas — ensiitim, mis lagundab laktoosi gliikkoosiks ja
galaktoosiks (lagundab B-gliikosiidsideme)

Antibiootikumi resistentsust tagav geen e1 vdimalda s66tmel
kasvada rakkudel, kes ei ole plasmiid DNA-d sisse votnud
Ori (origin of replication) alustab DNA replikatsiooni

lacZ geen vastutab laktoosi metabolism eest (kodeerib j3-

galaktosidaasi)
MCS (multiple cloning site) ehk hulgisisestuskoht véimaldab

-1 siseneda plasmiidi
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Lisa 4. Sinise/valge koloonia selektsioon. Laktoosi metabolismi eest vastutav geen lacZ séilitab aktiivsuse, kui vodr-DNA ei ole transponeeritud
bakmiidi. Aktiivne lacZ kodeerib enstitimi B-galaktosidaas, mis lagundab laktoosis B-glikosiidsideme. Lagundamise kdigus hudroliisub aga
enstilimi kromogeenne substraat X-gal, hiidroliiiisi kdigus moodustub sinine pigment ning kasvavad kolooniad vérvuvad siniseks. Onnestunud

transpositsiooni korral on ensiiiim -galaktosidaas inaktiivne, X-gal hidrolitsi ei toimu ning kasvavaid kolooniaid ndeme valgetena.
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Lisa 5. Erinevad proovi ergastamisviisid fluorestsentsmikroskoopias: a) epifluorestsentsmikroskoop, b) TIRF mikroskoop, ¢) HILO
mikroskoopia.
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PACE IM || V5 hFZD4 | [thDs | Vs bFZD6 | | tFzD7 | | SBP_TEV _HA HFZD10 mChem] |Empt\,| PACE M | Sigma I YFP
gentamiitsiin entamiitsiin :
{ ) Vs hFZD4 GFP SN-\P mFZD5 RLuc8 hFZD6 GFP. - -~ BFZDT_mCherry . € ) MAGEA_mCherry
VS_hFZD6_mCherry . CD63_mCherry
FL—\G hFZD6 \enus e
, _ _FLAG_hEZM_dCRD_\ enus
-~~~ [HFZDG6_FIASH_TFP |
POCFM | [7357G -3 Suped RSV :;2 1.VSVG - M CD81_miRFP670 eI |y g
(klooramfenikool) p £ = T e (Kooranfenikoo) ~SweetBac
pDKIM |G G Gso Gst Gsl2  Gs13  Gs15— Gz  Gg  Ply2| pDKM |Siemal YFP CDS-EGFP
(kanamiitsin) | Go.p112 Gsi-ply2 GsoPl2 GstBl-2  Gsl2Pry2 GsI3-Ply2 GsIS-Pl2 Gszl2 Gsqpl2 -2 | (kamamiitsii) CD63-EGFP
b g s CD81-EGFP
PDSIM | srhaim CFP KDEL ER mRFP PDS.M | EpAC HiS7 EPAC HI89
(spektinomiitsiin) S (spektinomiitsiin)

Lisa 6. Osa (Sweet)MultiBac(Mam)(VLP) plasmiidide raamatukogust Bioorgaanilise keemia dppetoolis. Kastidega on néidatud plasmiidid,
mida kasutati kdesolevas t60s Cre-LoxP rekombinatsiooniks. Kriipsjooned kujutavad mdningaid naiteid Cre-LoxP rekombinatsiooniteedest tehtud
t00s. Sinisese kastiga on ndidatud kassettkloonimise teel loodud plasmiid. Rohelisega on kujutatud gentamitsiini resistentsusega
akseptorplasmiidid (pACE) ning sinise, punase ja violetsega doonorplasmiidid, mis on resistentsed erinevate antibiootikumide suhtes
(klooramfenikool — pDC, kanamlitsiin — pDK, spektinomutsiin — pDS). Promootorid (putukate - I, imetajate — M, topelt funktsiooniga (iihes kassetis

putuka ja imetaja promootor) — IM ja erinevates kassettides putuka ja imetaja promootor — I-M) on néidatud kursiivkirjas.
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Lisa 7. Too0s konstrueeritud plasmiidi pDC_|I VSVG_M_SuperM_RSV_gag vektorkaart.

Vektorkaart on koostatud programmis SnapGene®.



BstXI

pDC _I VSVG_M SuperM RSV _gag
7766 bp

1

Léigatud lineaarseks
BstXI (22)

Loigatud fragment e
] BstXI (22) — PI-Scel (1671) BstXI + PI-Scel

BstXI BstXI

10 000

6000
Ehel 4000
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2500

2000

PI-Scel

1500
Xmall

Xbal Y
pDC_M SuperM_RSV_gag 2000
4989 bp

pDC_I VSVG
4426 bp

750

Lisa 8. Plasmiidi pDC_I VSVG_M SuperM_RSV _gag kassettkloonimise skeem. Naidatud on enstiimiga BstXl |digatud
lahteplasmiid pDC_I_VSVG ning ensutmidega BstXI ja PI-Scel I6igatud lahteplasmiid pDC_M_SuperM_RSV_gag. Toodud on ka
eksperimentaalsed geelelektroforeesi pildid. Plasmiidide vektorkaardid on koostatud programmis SnapGene®.



bp Mw 1 2 3 4 MW: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

1. pEmpty_VSVG_RSV
Nhel + Notl
1. 6336 bp
2. 4025 bp
3. 1079 bp

2: phFzdd_VSVG_RSV
Nhel + Notl
1. 7886 bp
2. 4025 bp
3. 1079 bp

3: phFZD5_VSVG_RSV
Nhel + Notl
1. 6336 bp
2. 4025 bp
3. 2097 bp
4. 1100 bp

4: phFzde_VSVG_RSV
Nhel + Notl
1. 6495 bp
2. 4025 bp
3. 2015 bp

l1kb  pEmpty phFZD4 1kb phFZD5 phFZD6 1kb
DNA _VSVG _VSVG DNA _VSVG _VSVG "DNA
redel RSV RSV. “redel RSV RSV  redel

: 4 \
; { G G b 4
— -~ \——)

— o
-

MW 1 2 3 MW: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
1: phFzd7_VSVG_RSV

phFZD7 phFZD10 .1kb phFZD6 FIAsH|EEE

i Nhel + Notl
VSVG . mCherry . DNA TFP o e
! 4 ¥ 1. 7895 bp
_RSV _VSVG redel VSG_RV g ig?g EE
10,000— 4, 42 bp (off the gel)
8000— 2: phFzd10_mCherry_VSVG_RSV
6000 — Nhel + Motl
5000 — 1. 6292 bp
4000 — 2. 4025 bp
— 3. 2855 bp
3000 — 4. 1079 bp
2500 —
3: phFzds_Flash_TFP_VSVG_RSV
2= Nhel + Notl
1. 6292 bp
1500— 2. 4025 bp
3. 2003 bp
_ 4, 731 bp (off the gel)
1000 5. 315bp (off the gel)

Lisa 9. Restriktsioonanaltitis Cre-LoxP reaktsiooni produktidele: plasmiidi pDC_I VSVG_M_SuperM_RSV_gag Uhendamine
FZD-retseptoreid kodeerivaid geene sisaldavate plasmiididega. Toodud on eksperimentaalne geelelektroforeesi pilt (vasakul) ning

programmis SnapGene® simuleeritud geelelektroforeesi pilt ning teoreetiliselt arvutatud produktide suurused (paremal).
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1kb pEmpty phFZD4 phFZDS5 phFZD6 phFZD7 phFZD10 1kb
DNA _VSVG VSVG _VSVG VSVG _YSVG mCheny DNA
redel RSV RSV RSV RSV RSV _VSVG redel
_PMCFP_ PMCFP_ PMCFP PMCFP_PMCFP RSV
_PMCFP

Lisa 10. Restriktsioonanallitis Cre-LoxP reaktsiooni produktidele: plasmiidide FZD(x) VSVG_RSV_PMCFP tGhendamine
plasmiidiga pDS_IM_MyrPalm_CFP. Toodud on eksperimentaalne geelelektroforeesi pilt.
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Bakuloviiruse nimi Tiiter [log(ivp/ml) £ sd]
1. Empty_VSVG_RSV_PMCFP 7,21+0,13
2. Empty_VSVG_PMCFP 6,32+ 0,13
3. Empty_VSVG_RSV 7,3+£0,3
4. hFZD4 VSVG_RSV_PMCFP 6,1+0,3
5. hFZzD4_VSVG_RSV 7,6+0,3
6. hFZD5 VSVG_RSV_PMCF 6,8+0,3
7. hFZD5 VSVG_RSV 7,8+0,3
8. hFzZD6_VSVG_RSV_PMCFP 6,5+0,2
9. hFZD6_VSVG_RSV 73+0,3
10. hFZzD7_VSVG_RSV_PMCFP 7,16 £ 0,15
11. hFZD7_VSVG_RSV 8,1+04
12. hFZD6_FIAsH_TFP_VSVG_RSV 7,1+0,2
13. hFZD10_mCherry VSVG_RSV 6,70 £ 0,19
14. hFZD10_mCherry VSVG_RSV_PMCFP | 6,81 +0,18

Lisa 11. Bakuloviiruste tiitrid.



Lisa 12. Bakuloviirusega hFZD10-mCherry-VSVG-RSV nakatatud ja 72 tunni méddudes
tsentrifugeeritud Sf9 rakud.
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Lisa 13. mCherry ergastus- ja emissioonspekter. mCherry spekter méddeti bakuloviirusega
hFZD10_mCherry_VSVG_RSV nakatatud imetajarakkudest kogutud ja TFF-ga kontsentreeritud
rakuvélistest osakestest. Kontrollina kasutati bakuloviirusega Empty VSVG_RSV_PMCFP
nakatatud imetajarakkudest samadel tingimustel kogutud ja TFF-ga kontsentreeritud rakuvaliseid
osakesi. mCherry ergastusspekter koguti lainepikkustel 450 nm kuni 625 nm, emssiooniga
lainepikkusel 650 + 10 nm ning emissioonispekter lainepikkustel 560 nm kuni 700 nm, ergastusega

lainepikkusel 535 + 10 nm.
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Lisa 14. FZD6-FIAsH-TFP proov. A: Naidatud on modifitseeritud FZD6-retseptor, mille C-
terminaalses alas paikneb TFP ning TM5 ja TM6 vahelises alas paineb F.FIAsH. Joonis on
kohandatud Kozielewicz et al. (2020) artiklist. B: Nadidatud on FoFIAsH struktuur ning FoFIAsSH
seondumine tetratststeiinse aminohappejarjestusega (-Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-), mis paikneb
FZD6-retseptori TM5 ja TM6 vahelises aasas. F2FIAsH struktuurvalem on tehtud programmis
ISIS/Draw.
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Lisa 15. PMCFP ergastus- ja emissioonispekter. PMCFP spekter moddeti bakuloviirusega
Empty VSVG_RSV_PMCFP nakatatud imetajarakkudest. Kontrollina kasutati bakuloviirusega
hFZD10_mCherry VSVG_RSV nakatatud imetajarakke. PMCFP ergastusspekter koguti
lainepikkustel 380 nm kuni 480 nm, emssiooniga lainepikkusel 500 = 10 nm ning

emissioonispekter lainepikkustel 455 nm kuni 600 nm, ergastusega lainepikkusel 435 + 10 nm.
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Lisa 16. Fluorestsentsosakeste diameetri tdendosusjaotus. Ulemine joonis: bakuloviirusega
Empty VSVG_PMCFP nakatatud imetajarakkudest kogutud ja TFF-ga kontsentreeritud
rakuvalised osakesed. Alumine joonis: bakuloviirusega Empty_VSVG_RSV_PMCFP nakatatud
imetajarakkudest kogutud ja TFF-ga kontsentreeritud rakuvalised osakesed. Graafikute loomiseks
kasutati Thorsten Wagneri poolt loodud NanoTrackJ ImageJ plugin-i.
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