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Infoleht

Peptiidi vahendusel laetud ekstratsellulaarsed vesiikulid omavad transfektsioonivoimet

in vitro ja in vivo

Ekstratsellulaarsete vesiikulite (extracellular vesicles, EV) puhul on tegemist véiikeste, nano-
suuruses osakestega. Antud membraanseid vesiikuleid toodavad valdavalt kdik rakutiitibid ja need
sisaldavad erinevaid lipiide, suhkruid ning nukleiinhappeid. EV-de rolliks on rakkudevahelise

kommunikatsiooni vahendamine ja seetdttu on need kergesti omastavad teiste rakkude poolt, tehes

EV-dest vdimaliku ravimi transpordivektori.

Antud t66 eesmaérgiks oli ndidata, et EV-de laadimiseks nukleiinhappega on vdimalik kasutada
keemilist transfektsiooni rakku siseneva peptiidi PF14 vahendusel. Selliselt laetud EV-sid oli
voimalik kasutada transfektsiooniks nii imetaja rakukultuuris, kui ka imetaja organismis, kusjuures
EV-de fiitisikalised omadused erinesid transfektsiooniks kasutatud kompleksi omadustest.

Mairksonad: ekstratsellulaarsed vesiikulid, rakku sisenevad peptiidid, PepFect 14, transfektsioon,

biodistributsioon

CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

Extracellular vesicles loaded via peptide are capable of transfection in vitro and in vivo

Extracellular vesicles (EV) are small, nano-sized membraneous vesicles. They are produced by
mostly all cell types, containing lipids, sugars and nucleic acids. These vesicles are responsible for
cell-to-cell communication, due to which they have the innate ability to be taken up by recipient

cells. This innate ability makes EVs a lucrative choice to use as possible drug delivery vectors.

The aim of this thesis was to demonstrate that it is possible to load EVs with nucleic acid using a
chemical transfection vector, called cell-penetrating peptide PF14. Loaded EVs were capable of
transfecting cells in mammal tissue culture and in a mouse model. The EVs also displayed different

physical attributes when compared to the plasmid and peptide nanoparticles used for transfection.

Keywords: extracellular vesicles, cell-penetrating peptides, PepFect 14, transfection,

biodistribution
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Sissejuhatus

Ténapdeval on soov ja ndudlus jérjest spetsiifilisema ravi jaoks, mis oleks vodimalikult
vihetoksiline. Sealhulgas esineb haiguseid, mis on pdhjustatud geeni funktsiooni hdirumisest.
Vigase geeni tottu tekkinud haiguse ravimiseks on vdimalik rakendada geeniteraapiat, mida
kasutatakse asendamaks hdirunud geene ja valke, voi muutmaks nende ekspressioonitaset. Selle
jaoks saab kasutada nukleiinhappemolekule, mille puhul on nédidatud nende vdimet leevendada

hédirunud geenitalitlusest tulenevat haigust.

Nukleiinhappe kasutamise puhul terapeutilistel eesmérkidel on iiheks suurimaks probleemiks
nende transport huvipakkuvasse sihtmirki. Selle jaoks on loodud erinevaid transpordi vektoreid,
nagu viirusvektorid, fiiiisilised meetodid ning keemilised meetodid, mille hulka kuuluvad niiteks
liposoomid ja rakku sisenevad peptiidid. Siiski esineb eelmainitud vektorite kasutamisel
probleeme, néditeks immuunsiisteemi aktivatsioon (Lowenstein jt., 2007), viirusvektorite
integratsioon mitte sihtmirkjirjestusse (Daniel ja Smith, 2008) ning liposoome iseloomustab
toksilisus ja kiire organismist eemaldamine (Ishida jt., 2006). Seetdttu on vajadus veel arendada
olemasolevaid geeniteraapia vektoreid ja leida ka uusi vdimalikke vektoreid. Uheks vdimaluseks
oleks kasutada geeniteraapia vektorina ekstratsellulaarseid vesiikuleid. Tegemist on viikeste,
nano-suuruses, membraansete vesiikulitega, mida iseloomustab loomuomane vdime transportida
rakkudesse vesiikuli sees olevat materjali. Ekstratsellulaarsete vesiikulite puhul on varasemalt
ndidatud nende voimet muuta sihtmérkrakkude geeniekspressiooni. Seega oleks vdimalik arendada

edasi antud vesiikulite loomuomast transpordivoimet, laadides vesiikuleid pDNA-ga.

Kéesoleva magistritod peamiseks eesmirgiks oli leida meetod nukleiinhappe pakkimiseks
ekstratsellulaarsetesse vesiikulitesse, kasutades keemilist transfektsiooni, mis pohines rakku
siseneval peptiidil PF14. Sealhulgas sooviti kinnitada, et ekstratsellulaarsete vesiikulite laadimine
1abi keemilise transfektsiooni on vdimalik ning antud vesiikulid omavad transfektsioonivdimet nii
imetaja rakukultuuris kui ka loommudelis. Lisaks eelnevale alustati protokolli vilja tootamist
ekstratsellulaarsete vesiikulite tootmiseks ja eraldamiseks suures mahus. Antud magistritéo jaoks
vajalikud katsed viidi 1ibi Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia

laboris.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Geeniteraapia

Geeniteraapia kui moiste sai alguse juba 1970-ndtatel ning kujutab endast geeni funktsiooni
hdirumisel tuleneva haiguse ravimist kasutades nukleiinhapet korrigeerimaks haigust pohjustavad
geeni. Nukleiinhape peab ldbima mitmeid barjddre nii raku sees kui ka viljas, enne sihtmargini
joudmist. DNA ja RNA ei oma voimet tlletada hiidrofoobset ja negatiivselt laetud
plasmamembraani ning seetdttu ei saa puhast nukleiinhapet kasutada iseseiva ravimina (Giacca,
2010). Tihtipeale on vajalik ka biomolekuli viimine konkreetsesse sihtmérgini, olgu see siis
konkreetne rakutiitip voi asukoht genoomis. Seetdttu on geeniteraapia ldbiviimiseks vajalik
kasutada vektorit, mis on vdimeline iiletama erinevaid barjdire nii raku sees kui ka véljas ning

viima nukleiinhappe vajalikku sihtkoha.

Geeniteraapia vektoreid saab iildjoontes jagada kahte gruppi: viirusel pdhinevad vektorid ja
mitteviraalsed vektorid. Mitteviraalsete vektorite hulka kuuluvad omakorda keemilised vektorid
ning fiilisilised meetodid. Viraalsete vektorite puhul saab kasutada niiteks adenoviirusel, adeno-
seoselisel viirusel voi lentiviirusel pdhinevad vektoreid (Thomas jt., 2003). Viirusvektorite
kasutamise suurem puudus on nende korge risk organismis immunogeensuse, tsiitotoksilisuse kuid
ka mutageneesi tekitamisel (Thomas jt., 2003). Fiiiisiliste meetodite kuuluvad néiteks lastmolekuli
slistimine, osakeste piistoli kasutamine, aga ka elektroporeerimine ja sonikeerimine, kuid antud

meetodid on siiski iipris ebaefektiivsed (Ramamoorth ja Narvekar, 2015).

Keemiliste geeniteraapia vektorite hulka kuuluvad néiteks poliimeeril voi liposoomil pohinevad
vektorid, aga ka rakku sisenevad peptiidid (Ramamoorth ja Narvekar, 2015). Liposoomide ja
poliimeeril pdhinevate vektorite puhul on nédidatud, et need vdivad olla toksilised (Ishida jt., 2006,
Wang jt., 2013). Lisaks iseloomustab eelmainitud vektoreid ka kiire organismist eemaldamine
(Wang jt., 2013). Viimasel ajal on tdhelepanu kogunud ka uus voimalik mitteviraalne geeniteraapia
vektor, kus nukleiinhappe transportimiseks oleks vdimalik kasutada rakkude enda poolt toodetud

vesiikule ja mida iseloomustab vihene toksilisus.



1.2 Rakkude poolt toodetud vesiikulid

Esmakordselt mainiti rakkude poolt toodetud vesiikuleid aastal 1967 Peter Wolfi poolt, kes eraldas
ultratsentrifuugimise teel virskest plasmast fosfolipiidide rikka materjali. Esmalt nimetas Wolf
selle materjali trombotsiiiitide tolmuks. Algselt arvati, et antud ,,tolmu‘ puhul on tegemist rakust
tuleneva priigiga. Hiljem nididati, et tegemist on membraansete nano-suuruses osakestega,
vesiikulitega, mis sisaldavad funktsionaalseid molekule ja on vdimelised esile kutsuma

retsipientrakkudes muutusi (Raz jt., 1978, Trams jt., 1981).

Ekstratsellulaarsed vesiikulid (EV)

Puhkav voi aktiveeritud

rakk Apoptootilised kehake§<eci’
O

Apoptootiline rakk

Aktiveeritud voi véhirakk o

Joonis 1. Ulevaade rakkude poolt toodetud ekstratsellulaarsetest vesiikulitest. Joonisel on vilja
toodud 3 peamist gruppi EV-sid: eksosoomid, apoptootilised kehad ja mikrovesiikulid. MVB —
multivesikulaarne keha. (Tolgitud Gyorgy jt., 2011)

Rakkude poolt vabastatud vesiikuleid saab jaotada kolme gruppi: eksosoomideks,
mikrovesiikuliteks ja apoptootilisteks kehakesteks. Ulevaade eelmainitud gruppidest on kujutatud
joonisel 1. Antud kolme grupi erinevus pohineb vesiikulite moodustumise mehhanismi poolest.
Eksosoomide puhul on tegemist 40-150 nm diameetriga vesiikulitega, mis moodustuvad

plasmamebraani sissepungumisel multivesikulaarsesse kehasse (multivesicular body, MVB) ja
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vabanevad keskkonda MVB iihinemisel plasmamembraaniga (El Andaloussi jt., 2013).
Mikrovesiikulite diameeter jddb 150-1000 nm vahele ja tegemist on otse plasmamembraanilt
punguvate vesiikulitega (El Andaloussi jt., 2013). Apoptootilised kehad moodustavad suuremaid,
kuni 2000 nm suuruseid vesiikuleid raku apoptoosi minekul, kus plasmamembraan {imbritseb
hukkuva raku sisu ja tsiitoplasmat (El Andaloussi jt., 2013). Kuigi eelmainitud vesiikulite gruppide
tootmiseks kasutatakse erinevaid biogeneesi radu, voivad need siiski iiksteisele sarnaneda nii
suuruse ja molekulaarse koostise poolest (Lee jt., 2019). Rakkude poolt vabastatud vesiikulite
puhul on tegemist vdga heterogeensete ja koostise poolt diinaamiliste osakestega. Kindlate
vesiikulite rithma puhastamise puhul ei saa kindlalt vilistada, et soovitud vesiikulite hulka ei satu
ka muu rilhma esindajaid. Néiteks vesiikuleid suuruse jirgi eraldades voib eksosoomide

fraktsiooniga kaasa tulla ka vidiksemad mikrovesiikuleid ja apoptootilisi kehakesi.

Antud vesiikulid on sarnased molekulaarsel tasemel ning erinevast grupist pdrit vesiikulite
suurused on iilekattuvad. Lisaks eelmainitule ei leidu erinevate populatsioonide spetsiifilisi
valgulisi markereid. Just sarnasus erinevate gruppide vahel teeb vesiikulite puhastamise ja
tuvastamise raskeks. SeetOttu eelistatakse kasutada eraldatud vesiikulite kohta iildisemat terminit
nimega ekstratsellulaarsed vesiikulid (extracellular vesicles, EV). Termin EV-d ei erista
vesiikuleid nende biogeneesi pohjal, vaid késitleb iildiselt rakkude poolt toodetud sekretoorseid
vesiikuleid (Gould ja Raposo, 2013). Ekstratsellulaarsete vesiikulite alla kuuluvad eksosoomid,

apoptootilised kehakesed ja mikrovesiikulid (Joonis 1).

1.3 Ekstratsellulaarsed vesiikulid

Ekstratsellulaarsete vesiikulite puhul on tegemist nano-suuruses membraansete vesiikulitega.
Antud vesiikuleid vabastatakse raku pinnalt evolutsiooniliselt konserveerunud mehhanismi alusel,
nii prokariiootilistelt kui ka eukariiootilistelt rakkudelt ja taimedelt (Yafiez-Mo jt., 2015). Seega
valdavalt koiki rakke iseloomustab voime toota EV-sid. Nende suurus jadb 100-200 kuni 1000 nm
vahele ja need koosnevad transmembraanseid valke sisaldavast lipiidsest kaksikkihist. EV-dele on
omased membraaniseoselised valgud tetraspaniinid, nditeks CD9, CD63 ja CD81, mille olemasolu
saab kasutada kinnitamaks EV-de leidumist uuritavas proovis (Koliha jt., 2016). Sealhulgas on
oluline arvestada, et EV-de olemasolu kinnitavad markerid voivad erineda eri rakuliinidest saadud
vesiikulite populatsioonide vahel (Koliha jt., 2016). Kaksikkihiline membraan vodimaldab

enkapsuleerida erinevaid materjale ja transportida nditeks valke, lipiide, suhkruid ja
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nukleiinhappeid rakkude vahel (Bobrie jt., 2012, Yanez-M¢ jt., 2015). Ekstratsellulaarsete
vesiikulite roll ei ole veel tdpselt méadratletud, kuid on teada nende olulisus rakkudevahelise
kommunikatsiooni vahendamisel. Transportides erinevaid molekule vesiikulite membraanis voi

nende sees saavad doonorrakud mojutada retsipientrakke.

Ekstratsellulaarsete vesiikulite puhul on ndidatud nende osalemist nii fiisioloogilistes kui
patoloogilistes protsessides. Fiisioloogilistest protsessidest on iseloomustatud EV-de osalemist
nditeks tlivirakkude sdilitamisel (Ratajczak jt., 2006), vere hiilibimisel (Del Conde jt., 2004) ja koe
reparatiivsetes protsessides (Gatti jt., 2011, Barile jt., 2014). Patoloogiliste protsesside puhul on
ndidatud EV-de osalemist niiteks véhkkasvajate progresseerumisel (Camussi jt., 2011) ning
neurodegeneratiivsete haiguste puhul nagu Alzheimeri (Bellingham jt., 2012) ja Parkinsoni tobi
(Emmanouilidou jt. 2010). Sealhulgas on iseloomustatud ka EV-de rolli pdletikuliste haiguse

puhul, nagu astma (Cadas jt., 2019).

Kuna EV-d osalevad organismis erinevates bioloogilistes protsessides, esineb huvi neid kasutada
terapeutilistel eesmérkidel. EV-sid soovitatakse kasutada viimaks lastmolekule huvipakkuvasse
organisse. Antud vesiikulite eeliseks on nende loomuomane vdime viia retsipientrakkudesse
funktsionaalseid nukleiinhappeid (Valadi jt., 2007). See vdimaldab vesiikuleid kasutada niiteks
geeniteraapia vektorina. Varasemalt on nédidatud, et modifitseeritud ja laetud ekstratsellulaarsed
vesiikulid on vdimelised hiire mudelis viima rinnavéhi rakkudesse miRNA-d (Ohno jt., 2012).
Samas ei ole teatud tingimustel EV-de modifitseerimine ja laadimine vajalik. Niiteks inimese
kardiaalsetest eelasrakkudet eraldatud EV-d on vdimelised hiire mudelis vihendama infarktikolde
suurust (Maring jt., 2019). Lisaks eelmainitule iseloomustab EV-sid minimaalne toksilisus ja

immunogeensus, mis teeb neist ideaalsed voimalikud geeniteraapia vektorid (Zhu jt., 2017).

1.3.1 EV-de biodistributsioon

Ekstratsellulaarseid vesiikuleid esineb erinevates kehavedelikes nagu néiteks inimese vereplasmas
(Caby jt., 2005), uriinis (Pistikun jt., 2004), siiljes (Palanisamy jt., 2010), ninasekreedis (Lasser jt.,
2011), seemnevedelikus (Poliakov jt., 2008) ja rinnapiimas (Admyre jt., 2007). Enamus rakutiitipe
on voimelised tootma EV-sid, sealhulgas rakukultuuri tingimustes. Kasutades maérgistatud

vesiikuleid on vdimalik jdlgida nende levikut {ile organismi.

11



Erinevatest rakuliinidest pdrit EV-de biodistributsioon voib olla erinev (Charoenviriyakul jt.,
2017, Wiklander jt., 2015). Kdige rohkem kogunevad lipofiilse DiR vérviga mérgistatud EV-d
intravenoossel (i.v.) manustamisel hiire maksa, pdrna, seedetrakti ja kopsu (Wiklander jt., 2015).
Eelmainitud kogunemismuster on nanopartiklite manustamisele iseloomulik. Osakesed kogunevad
suure verevarustusega ja ekskretsioonifunktsiooniga organitesse, kus aja jooksul need véljutatakse
organismist. Sarnast biodistributsiooni mustrit hiires omavad ka Renilla lutsiferaasiga (RLuc)
margistatud EV-d, kus vesiikulid kogunevad peamiselt kopsu, maksa, neeru ja porna (Gangadaran

it., 2017).

1.3.2 EV-de eraldamine

Ekstratsellulaarseid vesiikuleid saab eraldada biovedelikest ja rakukultuuri puhul s66tmest, mida
kutsutakse toodeldud sootmeks. Tegemist on sédtmega, kuhu eelnevalt transfekteeritud rakud,
antud t60s defineeritud kui doonorrakud, eraldavad ekstratsellulaarseid vesiikuleid.
Doonorrakkudelt kogutud t6ddeldud soddet kasutatakse antud t66s kas edasi rakkude
transfekteerimiseks voi EV-de eraldamiseks. Toéodeldud s66tmega transfekteeritud rakud on antud
to0s nimetatud retsipientrakkudeks. Kéaesoleva t60 puhul keskendutakse EV-de isoleerimisele
toodeldud rakusootmest, kuid erinevaid EV-de eraldamise viisid sobivad kasutamiseks nii
biovedelike kui ka to6deldud rakus6dtme jaoks.

Tavaliselt kasvatatakse EV-de eraldamiseks rakke eelnevalt mitu pieva, misjirel kogutakse s66de
ja eraldatakse rakkude poolt toodetud EV-d. Uldjoontes on tegemist kas toddeldud voi
modifitseeritud rakkudega, mis toodavad monda huvipakkuvat biomolekuli. Samas EV-sid saab
eraldada kdikide rakuliinide s66tmest, olenemata asjaolust, kas doonorrakud on toddeldud voi
mitte. EV-de eraldamiseks saab kasutada erinevaid meetodeid, mis pdhinevad niiteks osakese
suuruse vOi pinnavalkude pdhjal eraldamisel, kuid ka osakese iilesliikkejoul vedelikus ja vesiikulite

viljasadestamisel. Ulevaade osadest EV-de eraldamise viisidest on toodud joonisel 2.

Kodige levinum meetod EV-de eraldamiseks pohineb t6ddeldud rakus6dtme ultratsentrifuugimisel
(Gardiner jt., 2016). See hdlmab endast kas iihekordset tsentrifuugimist nditeks 100 000g juures
(Momen-Heravi jt., 2012) voi astmelist tsentrifuugimist korgetel pooretel. Viimane algab
koigepealt madalamatel poodretel, tavaliselt 300g. et vabaneda tdoddeldud so6tmes olevatest
rakkudest ja nende jadkidest. Seejdrel supernatanti tsentrifuugitakse astmeliselt jarjest kdrgematel

pooretel, nditeks 10 000g, ja viimase sammuna kasutades tavaliselt 100 000g kuni 200 000g,
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olenevalt konkreetsest protokollist (Greening jt., 2015, Konoshenko jt., 2018). Lisaks eelnevale on
ekstratsellulaarseid vesiikuleid vdimalik eraldada t6ddeldud so6tmest kasutades tihedusgradient-
tsentrifuugimist. See pShineb s66tme tsentrifuugimisel, néiteks sukroosi tihedusgradiendis, kus
ekstratsellulaarsed vesiikuleid saab eraldada kindla tihedusega fraktsioonist peale tsentrifuugimist

(Raposo jt., 1996).

r Algusmaterjal
1' - —
- @ ~
Biovedelikud Toodeldud sbode
Eemalda kontaminandid (rakud, prigi, jne)

Rikastamine EV-de suhtes

\ y i/ ' “
,]'.\ J A <8
A | (=) <7

IA

UC/DG Kommerts SEC UF

EV-d

Joonis 2. Ulevaade ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamisest biovedelikest ja toddeldud
rakusdotmest. UC — ultratsentrifuugimine, DG — tihedusgradient, IA — immunoafiinsus, Kommerts
— kommertsiaalsed komplektid, SEC — suuruseralduskromatograafia, UF — ultrafiltreerimine.

(Modifitseeritud Ramirez jt., 2018)

Ekstratsellulaarsete vesiikulite isoleerimiseks on voimalik kasutada ka suuruse jirgi filtreerimist.
Suuruseralduskromatograafia EV-de eraldamiseks pdhineb vesiikulite 1abimist jérjest viheneva
diameetriga pooridega kolonnidest. See vdimaldab omandada kindla suurusega vesiikulite
fraktsiooni. Seejuures on voimalik kasutada EV-de eraldamiseks ka ultrafiltreerimist, minimaalse
poorisuurusega tavaliselt 0,8-1,0 um ning kombineerida ultrafiltreerimist
suuruseralduskromatograafiaga (Benedikter jt., 2017). Uhe eraldamisemeetodina kasutatakse EV-
de saamiseks ka immunoafiinsust, kus mikrokerakestele on seotud antikehad, mis seovad kindlaid
EV-de pinnavalke (Greening jt., 2015, Théry jt., 2006). Lisaks eelnevatele meetoditele on voimalik
kasutada ka ekstratsellulaarsete vesiikulite lahusest vélja sadestamist, kasutades vett siduvaid

poliimeere. Naiteks saab EV-sid lahusest vilja sadestada kasutades poliietiileengliikooli (Ludwig
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jt., 2018). Seejuures on voimalik ka kasutada kommertsiaalseid reagente ja komplekte EV-de

eraldamiseks, mis pohinevad erinevatele isoleerimise meetoditele.

EV-de isoleerimiseks ei pea kasutama ainult {ihte kindlat meetodit. Levinud on EV-de eraldamisel
kombineeritud isolatsiooniprotokollide kasutamine, néiteks omavahel saab kombineerida EV-de
véljasadestamist kasutades poliimeeri, ning seejdrel ultratsentrifuugimist. Tihtipeale lisatakse

astmelisele ultratsentrifuugimisele ka filtreerimise samm.

1.3.3 EV-de eraldamise puudused

Ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamise meetodikaid vajavad veel edasiarendust. Eesmérgiks on
luua odavamaid ja kergemini kasutatavaid standardiseeritud meetodeid, mis oleks vdimelised
eraldama EV-sid vdimalikult suuremahulisest algallikast. Praegused meetodid on tihtipeale
ebaefektiivse saagise ja halva korratavusega ning neid antud meetodeid on raske viia edasi suurde

mahtu, mis oleks vajalik rakendamaks EV-sid meditsiinilistel eesmérkidel.

Ultratsentrifuugimise puhul on piiravaks asjaolekuks EV-de eraldamisel see, et korraga saab
toodelda vaid viikest kogust soddet. Vaja ldheb ka kallist aparatuuri ning lisaks vdivad tugevad
tsentrifugaaljoud pohjustada vesiikulite agregatsiooni (Linares jt., 2015) ning esineb ka
mittevesikulaarsete valkude kontaminatsioon (Webber ja Clayton, 2013). Immuunafiinsusele
pdhinev metoodika on kallis ja sobilik vaid védikestele alglahustele ning EV-d ei pruugi sdilitada
oma funktsionaalsust peale elueerimist (Théry jt., 2006). Kasutades poliimeeripohist sadestamist

on voimalus lisaks EV-dele sadestada vélja ka kontaminante (Lobb et al., 2015).

1.3.4 EV-de laadimine lastmolekuliga ja nende kasutamine

Kuna ekstratsellulaarsed vesiikulid osalevad organismis erinevates bioloogilistes protsessides,
soovitakse neid kasutada terapeutilistel eesmérkidel. Kuigi natiivseid EV-sid saab kasutada
terapeutilistel eesmarkidel (Gatti jt., 2011, Barile jt., 2014), soovitakse EV-sid modifitseerida ja

laadida terapeutiliste lastmolekulidega. See vdimaldaks EV-sid kasutada transportvektorina.

EV-de laadimiseks on kasutatud erinevaid meetodeid, kuid esineb kaks pohistrateegiat, kus EV-sid
lactakese, kas endogeenset voi eksogeenset teed pidid. Endogeense laadimise puhul viiakse
huvipakkuv lastmolekul doonorrakku, nditeks transfekteerides miRNA-d (Ohno jt., 2013), misjérel

doonorrakud toodavad lastmolekuli sisaldavaid EV-sid. Eksogeense laadimise puhul viiakse
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huvipakkuv lastmolekul juba raku poolt toodetud ja eraldatud EV-sse, nditeks EV ja lastmolekuli
koos inkubatsioonil. Koos inkubatsioonil on vdimelised EV-desse sisenema viikesed lipofiilsed
molekuli ja madalmolekulaarsed ained, nditeks kurkumiin (Sun jt., 2010). Siiski on EV-de
inkubatsioon koos lastmolekuliga véheefektiivne meetod EV-de laadimiseks. Eksogeenset
laadimist saab teostada ka niiteks elektroporeerimise kaudu. EV-de laadimine siRNA-ga lébi
elektroporatsiooni on vdimalik (Alvarez-Erviti jt., 2011), kuid ebaefektiivne siRNA ulatusliku
agregatsiooni tottu (Kooijmans jt., 2013). Kasutades EV-de laadimiseks lastmolekulina
paklitakseeli ja erinevaid eksogeenseid meetodeid, oli kdige efektiivsem meetod EV-de
laadimiseks sonikeerimine, millele jargnes elektroporeerimine ja kodige ebaefektiivsemaks viisiks

oli koinkubatsioon (Kim jt., 2016).

Laetud ekstratsellulaarsete vesiikulite puhul on iseloomustatud ka nende véimalikku terapeutilist
efekti. Nditeks onkogeense KRAS geeni vastase shRNA laetud EV-d olid hiiremudelis vdimelised
vihendama pankrease adenokartsinoomi arengut (Kamekar jt., 2017). Paklitakseeliga laetud EV-d
omasid antiproliferatiivset efekti imetaja rakukultuuris pankrease véhirakkudel (Pasucci jt., 204).
Lisaks eelnevale olid doksorubitsiiniga lactud EV-d sebrakala mudelis voimelised lédbima

hematoentsefaalbarjééri ja vihendama vihirakkude arvu (Yang jt., 2015).

1.4 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevate peptiidide (Cell-penetrating peptide, CPP) puhul on tegemist peptiididega, millel
on vdime transportida rakku lastmolekule. Tavaliselt on antud peptiidide jérjestused lithikesed,
jaades alla 30 aminohappe (Langel, 2019). CPP-sid iseloomustab ka laeng, enamasti on tegemist

positiivse iildlaenguga peptiidide voi amfipaatsete jarjestustega.

Esimesed avastatud rakumembraani lébivatest valkudest tehti juba 30 aastat tagasi. 1988. aastal
avastati, et HIV-1 Tat valk on vdimeline ldbima rakumembraani (Frankel ja Pabo, 1988, Green ja
Loewenstein, 1988). Hiljem leiti ka Drosophila Antennapedia valgu 60 aminohappe pikkune

jarjestus, mis omas rakku sisenevat voimet (Derossi jt., 1994).

Rakku sisenevad peptiide kasutatakse viimaks erinevaid lastmolekule rakku, nagu nditeks
nukleiinhappeid, terapeutilisi molekule ning valke. Antud t66 raames keskenduti nukleiinhappe,
tapsemini pDNA, transfektsioonile. CPP-d kondenseerivad nukleiinhappe kokku nanopartikliks ja

antud kompleks on vdimeline transfekteerima rakku. Eelmainitud kompleksis pole peptiid
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kovalentselt seotud lastmolekuliga vaid partikli kondenseerimise eest vastutavad peptiidi ja
lastmolekuli vahelised hiidrofoobsed ning elektrostaatilised interaktsioonid. Antud kompleksi
rakku sisenemise mehhanism pohineb endotsiitoosil (Lundin et al., 2008, Veiman et al., 2013).
Peale rakumembraani ldbimist, v3ib endosoomist vabanenud terve voi lagunenud kompleks

viljuda rakust 1dbi ekstratsellulaarse vesiikuli.

Kdige levinum CPP-de siinteesimisviis on tahke-faasi peptiidisiinteesi, mis on vilja tootatud Bruce
Merrifieldi poolt. Antud meetod pShineb tahkel kandjal vaheliili kaudu kovalentselt kinnitatud
aminohappe pikendamist ihe aminohappe haaval suunaga, kus peptiid pikeneb C-terminusest N-
terminuse suunas. Siinteesitavat peptiidi pikendamiseks kasutatakse aminohappeid, mille

aminoriihm on kaitstud kaitseriihma, néiteks fluorentitilmetiitiloksiikarboniiiili (Fmoc) poolt.

1.4.1 PepFect 14

Antud t66s on kasutatud rakku sisenevat peptiidi nimega PepFect 14 (PF14) (Ezzatjt., 2011). PF14
puhul on iseloomustatud selle vdimet viia rakkudesse nukleiinhappeid, nditeks lithikesi
oligonukleotiide (Ezzat jt., 2011), siRNA-d (Ezzat jt., 2012) ja pDNA-d (Veiman jt., 2013). PF14

aminohappeline jdrjestus ja iildlaeng on vilja toodud tabelis 1.

Tabel 1. Rakku siseneva peptiidi PF14 jérjestus ja peptiidi iildlaeng

CPP Jérjestus Uldlaeng | Viide
PF14 stearoliil-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH;, | +5 Ezzat jt., 2011

PF14 on voimeline moodustama nanopartikleid kondenseerides nukleiinhapet. Antud peptiidi N-
terminuses olev steariinhappe jddk moodustab hiidrofoobse keskme ning on vdimeline
moodustama mitselli, mille pealispind kujuneb suure positiivse laenguga. Antud kompleksi mudel
on kujutatud joonisel 3. PF14 ja pDNA vahel moodustunud komplekside diameeter jaab 130 — 170
nm vahele ning neid iseloomustab positiivne (kuni +45 mV) zeta potentsiaal (Kurrikoft jt., 2017).
Antud t60s otsustati kasutada keemilise transfektsiooni vektorina CPP PF14 viimaks rakku

nukleiinhapet, kuna tegu on varasemalt palju uuritud reagendiga, mille efektiivsus on teada.
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CPP pDNA

Kompleks

Joonis 3. Ulevaatlik joonis CPP ja pDNA vahel kompleksi moodustumisest

Antud t60 eesmirgiks oli leida meetod nukleiinhappe pakkimiseks ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse kasutades CPP PF14 pohinevat keemilist transfektsiooni. EV-de laadimise
eesmargiks oli selle kaudu leida uusi viise geeniteraapia ldbiviimiseks, mis ei pdhjustaks
organismile toksilisust ja kasutaks dra EV-de loomuomast voimet viia rakkudesse erinevaid

molekule.
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2. Eksperimentaalne osa
2.1 Too eesmirgid
Antud t60 on osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on tootada vilja metoodika
ekstratsellulaarsete vesiikulite laadimiseks kasutades rakku sisenevaid peptiide ning antud EV-sid
rakendada terapeutiliste molekulide viimiseks sihtmérkorganisse. Kidesoleva magistritdd raames
on autori kitsamaks eesmaérgiks kinnitada, et EV-sid on vdimalik laadida lastmolekuliga, kasutades
doonorrakkude keemilist transfektsiooni CPP vahendusel ning doonorrakkude poolt toodetud
vesiikulid on transfektsioonivoimelised, nii rakukultuuris kui loommudelis.
Antud magistritoo eesmargid on tdpsemalt vilja toodud jargnevalt:

e Kinnitada ja iseloomustada reportermolekuli sisaldavate EV-de kasutamist

transfektsioonimeetodina rakukultuuris
e Alustada protokolli loomist suures koguses EV-de tootmiseks ja eraldamiseks
e Iseloomustada eraldatud EV-de biodistributsiooni hiiremudelis

e Kirjeldada antud t66s vélja todtatud protokolli alusel toodetud EV-sid

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Toos kasutatud rakuliinid ja nende kasvatamine

Antud t66s kasutati hiina kddbushamstri munasarja rakke (Chinese hamster ovary cells, CHO)
HEK?293 Cre (Human embryonic kindney cells, inimese embriionaalsed neerurakud) (AMSBIO)
stabiilselt Cre-rekombinaasi ekspresseerivat rakuliine (edaspidi HEK-Cre). Cre-rekombinaas on
bakteriofaagist P1 parit tiilip I topoisomeraas. See on vdimeline dra tundma spetsiifilist /oxP
jarjestust ning viima antud jarjestuste vahel 1dbi rekombinatsiooni, eemaldamaks nende vahel oleva
DNA (Abremski ja Hoess, 1984)

Rakke kasvatati 37°C ja 5% CO> atmosfdidri juures inkubaatoris ning kdik imetaja rakukultuuri
katsed viidi 1dbi samadel tingimustel. CHO rakkude kasvatamiseks kasutati DMEM soodet
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM) (Thermo Fisher Scientific), kuhu oli lisatud 10%
10ppkontsentratsiooniga veise loote seerumit (Fetal bovine serum, FBS) (Sigma-Aldrich), 0,1 mM
16ppkontsentratsiooniga asendatavaid aminohappeid (Corning), 1mM Idppkontsentratsiooniga
naatrium piiruvaati (Corning) ning 100 U/ml 16ppkontsentratsiooniga penitsilliini ja 100 mg/ml
1dppkontsentratsiooniga streptomiitsiini (Thermo Fisher Scientific). Antud soddet kasutati ka
rakkude transfekteerimise ajal, kui pole mainitud teise s66tme kasutamist. HEK-Cre rakkude

kasvatamiseks oli lisatud eelmainitud so6tmele 50 pg/ml 16ppkontsentratsiooniga neomdiitsiini
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(Sigma-Aldrich), sdilitamaks Cre-rekombinaasi tootvaid rakke pikaajalisel kasvatamisel. Rakke

lahjendati iga 2-3 pédeva tagant, véltimaks nende kasvamist iile 80% konfluentsuse.

2.2.2 Toos kasutatud plasmiidid

Antud t60s kasutatud plasmiidid on vélja toodud jargnevalt tabelis 2.

Tabel 2. Ulevaade antud t66s kasutatud plasmiididest

Plasmiidi nimi Liihend t60s Tootja Jéarjesus
pMC-BESPX-GLucFLuc2 pLuc Tooriihma siseselt disainitud Lisal-A
pCMV-EGFP-C1 pGFP Clontech Lisal -B
pLV-CMV-LoxP-DsRed- | plRedl-GFP Addgene #65726 Lisal-C
LoxP-eGFP (Zomer jt., 2015)

Plasmiidid pLuc ja pGFP olid varasemalt paljundatud ja siilitati vesilahusena -20°C juures. T66
autor paljundas ise ja kontrollis restriktsioonianaliilisiga plasmiidi pIRedl-GFP. Plasmiidi plRedL-
GFP paljundamiseks kasutati kompetentseid Escherichia coli tive DHS5a rakke. Plasmiidiga
transformeeritud rakke kasvatati LB so6tmes, kuhu oli lisatud 100 pg/ul 16ppkontsentratsiooniga
ampitsiliini ning plasmiidiga transformeeritud bakterirakke sdilitati jargmiseks plasmiidi juurde
tootmiseks -80°C juures 50% gliitseroolilahuses. Plasmiidi puhastamiseks kasutati FavorPrep
Plasmid Extraction Mini Kit komplekti (Favorgen) jargides tootja protokolli. Plasmiidi eraldamise
jargselt kinnitati huvipakkuva plasmiidi olemasolu kasutades restriktsioonianaliiiisi ja vaadeldi
restrikteerimata ja restrikteeritud plasmiidi agaroos geelelektroforeesil. Plasmiidi vesilahuste
kontsentratsiooni kontrolliti kasutades NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetrit. Kdik plasmiidid

sdilitati vesilahusena -20°C juures.

2.2.3 Imetaja rakukultuuri transfekteerimine

Imetajarakkude transfekteerimiseks kasutati tooriithmas arendatud keemilise transfektsiooni
labiviimiseks moeldud rakku sisenevat peptiidi. CPP PF14 iseloomustab voime moodustada 1dbi
hiidrofoobsete ja elektrostaatiliste interaktsioonide nukleiinhappega nanoosakesi, mida edaspidi
nimetatakse kompleksideks. Kompleksi puhul on tegemist mittekovalentse assotsiatsiooni CPP ja

nukleiinhappe vahel vesilahuses, misjdrel moodustuvad umbes 100-150 nm ldbimodduga
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osakesed. Transfektsioonisegu defineeritakse l1édbi kahe pShiparameetri: transfekteeritava pDNA
doos ning transfektsioonireagendi ehk CPP kogus nukleiinhappe kohta. Viimast parameetrit
véljendatakse suurusega teoreetiline laengusuhe (Charge ratio, CR), mis arvestab CPP positiivset
ja nukleiinhappe, antud t66s pDNA, negatiivset laengut ning nditab peptiidi laengu iilehulka
nukleiinhappe laengu suhtes.

Kéesolevas t60s kasutatud peptiid PF14 siinteesiti vdiksemas mahus t66 autori poolt pohinedes
tahke-faasi peptiidisiinteesile ja kasutades automatiseeritud peptiidisiintesaatorit Iniator+ Alstra
(Biotage). Osade eksperimentide lédbiviimiseks telliti suurem kogus peptiidi PF14 firmast Pepscan.
Peptiidisiintees toimus 0,125 mmol skaalas ning Fmoc kaitseriihmaga aminohappeid (Iris Biotech)
ja rasvhapet kasutati viiekordses tlehulgas. Tahkekandjana kasutati 0,278 g Rink-Amide
ChemMatrik (Biotage) vaiku, funktsionaalriihmi 0,45 mmol/g kandja kohta. Siinteesile eelnevalt
lasti vaigul punduda 20 minutit diklorometaanis (DCM) (Sigma-Aldrich), kasutatavad
aminohapped lahustati N,N-dimetiiiilformaniidis (DMF) (Sigma-Aldrich). Liidetava aminohappe
aktiveerimiseks kasutati viiekordses lilehulgas aktivaatoreid, tdpsemalt 0,5 M Oxyma (Iris Biotech)
lahust DMF-is, 0,5 M N,N-diisopropiiiilkarbodimiid (DIC) (Thermo Fisher Scientific) lahust
DMF-is ja 2 M N,N-diisopropiiiiletiiiilamiini (DIEA) (Thermo Fisher Scientific) lahust N-metiiiil-
2-piirrolidoonis (NMP) (Scharlau). Fmoc kaitseriihmade eemaldamiseks kasutati 20% piperidiini
(Sigma-Aldrich) lahust DMF-is. Peale iga aminohappe lisamist kasutati SM atseetanhiidriidi
(Sigma-Aldrich) lahust DMF-is katmaks aktiveeritud aminorithmi. Siinteesitud peptiidile lisati
kidsitsi N-terminusse steariinhappejddk (Sigma-Aldrich), kasutades rasvhappe aktiveerimiseks
viiekordses iilehulgas 0,5 M 1-hiidoksiibensotriasooli (HOBt) (Sigma-Aldrich) lahust DMF-is, 0,5
M O-bensotriasool-N,N,N,N",N’-tetrametiitilurooniumheksafluorofosfaadi (HBTU)
(Multisyntech) lahust DMF-is, ja DIEA-d. Rasvhappejdégi lisamiseks inkubeeriti tahkel kandjal
olevat peptiidi aktiveeritud rasvhappe lahusega DCM-is iile6d. Valmis peptiidi vabastamiseks
tahke kandja pealt, inkubeeriti peptiidi 95% trifluorodiddikhappe (TFA) (Thermo Fisher Scientific)
ja 2,5% triisopropiitilsilaani (TIS) (Sigma-Aldrich) seguga vees 3 h. Tahkekandja pealt eemaldatud
peptiidile teostati kolm korda eetripesu, lahustati viikeses koguses vees ja liiofiliseeriti. Peptiidi
puhastamiseks kasutati pdordfaas-vedelikkromatograafiat (Agilent Technologies). Puhastatud
fraktsioonide oigsust kontrolliti kasutades maatriks-assisteeritud laserdesorptsioonionisatsioon-
lennuaja massispektromeetria (teostas teadur Piret Arukuusk).

Transfektsiooni jaoks moodustati kompleksid punktis 2.2.2 vilja toodud plasmiidide ja CPP PF14

vahel. Rakukultuuri katsete komplekside moodustamise jaoks segati kokku varasemalt madratud

20



protokolli alusel, kasutades kahekordset plasmiidi kogust (Veiman jt., 2013). Koik rakukultuuri
katsed teostati kasutades CR4. Plasmiidi ja peptiidi segu vees inkubeeriti 1 h toatemperatuuril.
Enne transfektsiooni teostati rakkudele téielik so6tmevahetus. 96-kaevulisel plaadil transfekteeriti
rakke 10 pl kompleksi lahusega 90 ul s66tme kohta, kus iihe kaevu kohta on pDNA sisaldus 0,2
ug. 24-kaevulisel plaadil transfekteeriti rakke 50 pl kompleksi lahusega 450 pl s66tme kohta, kus
tihe kaevu kohta on pDNA sisaldus 1,0 pg. 8-kambrilisel plaadil transfekteeriti rakke 25 pl
kompleksi lahusega 225 pl s66tme kohta, kus iihe kaevu kohta on pDNA sisaldus 0,5 pg.
Loomkatsete jaoks materjali kogumiseks transfekteeriti 175 cm? pudelis kasvavaid rakke 1 ml CR4
pLuc/PF14 kompleksiga 19 ml s66tme kohta, pDNA sisaldus pudelis 0,2 mg. Loomakatse jaoks
kasutati 100 pl CR2 kompleksi (Kurrikoff jt., 2017), mis segati 100 pl 10% gliikoosi lahusega,
kokku 200 pl. Ulevaade antud t66s kasutatud komplekside valmistamisest on toodud tabelis 3.

Tabel 3. Retsept to0s kasutatud pDNA ja CPP PF14 komplekside valmistamiseks

Formaat Lastmolekuli kontsentratsioon | CR | Kasutatud kompleksi ruumala
kompleksis

Rakukultuuri katsed

96-kaevuline | pLuc 4 10 pl kompleksi + 90 pl s6odet

plaat 0,02 pg/ul

25-kaevuline | pGFP 4 50 pl kompleksi + 450 ul soodet

plaat 0,02 pg/pl

8-kambriline | plRedl-GFP 4 25 ul kompleksi + 225 pl soodet

plaat 0,02 pg/ul

Loomkatse jaoks materjali kogumine

175 cm? pLuc 4 | 1 ml kompleksi + 19 ml sdodet

pudel 0,2 pg/ul

Loomkatse

Stistelahus pLuc 2 100 pl kompleksi + 100 pl 10% gliikoosi
0,44 pg/ul lahust

2.2.4 Toodeldud sootme kogumine ja kasutamine imetaja rakukultuuris transfektsiooniks

Toodeldud s66tme kogumiseks transfekteeriti doonorrakke rakku siseneva peptiidi ja pDNA
kompleksiga hiipoteesi alusel, et rakku sisenenud kompleks voi lastmolekul voib pakkuda
ekstratsellulaarse vesiikuli sisse, mis seejérel eraldatakse sootmesse. Téodeldud so6tme puhul on

tegemist rakusootmega, mis sisaldab doonorrakkude poolt toodetud EV-sid, sealhulgas osa
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vesiikulitest peaks sisaldama ka doonorrakkudega transfekteeritud komplekse voi kompleksis
olnud lastmolekuli. Kasutades toddeldud soodet voiks olla voimalik transfekteerida

retsipientrakke.

2.2.4.1 Toodeldud soode pLuc transfekteeritud doonorrakkudelt

Naitamaks, et on voimalik transfekteerida imetajarakke kasutades doonorrakkudelt périt EV-desse
pakendatud nukleiinhapet, kasutati pLuc/PF14 kompleksiga transfekteeritud doonorrakkudelt
kogutud toodeldud soodet. Retsipientrakke inkubeeriti kogutud toddeldud sdotmega ning
transfektsiooni edukust hinnati, kasutades lutsiferaasi aktiivsuse mootmist, nii doonor- kui
retsipientrakkudes. Antud katseplaan on iilevaatlikult vélja toodud joonisel 4.

Toodeldud s66tme kogumise jaoks kiilvati doonorrakkude transfektsioonile eelneval paeval 96-
kaevulisele plaadile 10 000 CHO vdi HEK-Cre rakku 100 pl s66tmes iihe kaevu kohta. Vahetult
enne doonorrakkude transfekteerimist teostati rakkudele tdielik s06tmevahetus, lisades rakkudele
90 pl virsket soddet. Doonorrakkude transfektsiooniks kasutati lastmolekulina pLuc plasmiidi.
CHO ja HEK-Cre doonorrakkudele lisati kas vett, pLuc vesilahust voi pLuc/PF14 CR4 kompleksi,
kus pLuc koguhulk plasmiidi sisaldavates kaevudes oli 0,2 ug (tabel 3). Rakke inkubeeriti 100 pl
eelmainitud lahustega 12 h, peale mida aspireeriti doonorrakkudelt s66de ja pesti neid 2 korda 100
pl 1x fosfaatpuhverlahusega (Phosphate-buffered saline, PBS) (Thermo Fisher Scientific). Pesule
jargnevalt lisati doonorrakkudele igasse kaevu 100 ul varsket soodet ja inkubeeriti neid 12 h, mille
kdigus doonorrakud saavad sootmesse eraldada ekstratsellulaarseid vesiikule. Inkubatsioonile
jargnevalt koguti igast kaevust 100 pl toddeldud sdddet.

CHO ja HEK-Cre retsipientrakud kiilvati 24 h enne toddeldud so6tme lisamist 96-kaevulisele
plaadile, 10 000 rakku kaevu kohta. 100 pl toddeldud séodet tosteti otse doonorrakkudelt
retsipientrakkudele, vastavalt CHO doonorrakkudelt CHO retsipientrakkudele ja HEK-Cre
doonorrakkudelt HEK-Cre retsipientrakkudele. Doonorrakkudele lisati 100 pl vérsket soddet ja nii
doonor- kui retsipientrakke inkubeeriti 24 h tundi enne lutsiferaasi aktiivsuse modtmist, et

iseloomustada ja vorrelda doonor- ning retsipientrakkude transfektsiooni edukust.
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2 x pesu Kogu té6deldud
+ varske s6ode

pLuc/PF14 séode + varske soode

12h 12 h 24 h i i i
Luﬂt§|fer.aaS| aktiivsuse
modtmine

Doonorrakud Doonorrakud Doonorrakud
Doonorrakkudelt kogutud
toodeldud s6ode + toodeldud
sdode
24 h Lutsiferaasi aktiivsuse
- > .

maoodtmine

Retsipientrakud

Joonis 4. Ulevaatlik katseplaan doonorrakkude transfekteerimisest, tdddeldud sd6tme kogumisest

ja selle kasutamisest retsipientrakkude transfekteerimiseks

2.2.4.2 Tsentrifuugitud toodeldud so6de pGFP transfekteeritud doonorrakkudelt
Demonstreerimaks, et doonorrakkudelt kogutud té6deldud s66tme kasutamisel retsipientrakkude
transfektsiooniks ei toimu doonorrakkude iilekandumist koos sdotmega, rakendati esimese
strateegiana Cre-reporter plasmiidi plRedl-GFP kasutamist. Antud plasmiidi pohimote seisneb
selles, et ilma Cre-rekombinaasi juuresolekuta on rakkudes vaadeldav punane DsRed signaal ning
Cre-rekombinaas juuresolekul on néhtav roheline GFP signaal. Eelmainitud plasmiidi
kontrollimiseks kiilvati 24 h tundi enne transfektsiooni 8-kambrilisele Nunc Lab-Tek (Thermo
Fisher Scientific) plaadile 25 000 CHO ning HEK-Cre rakku 250 pl s66tmes. Rakke transfekteeriti
24 h CR4 plRedL-GFP/PF14 kompleksiga (tabel 3), kus kambri kohta oli plasmiidi sisaldus 0,5
pg. Kahjuks aga selgus, et CHO rakkudes oli ndhtav roheline signaal (Lisa 2), kasutatud
reporterplasmiid ,,lekkis* ja ei sobinud planeeritud katse jaoks.

Seetottu mindi iile teisele strateegiale ning niditamaks, et téodeldud s6otmega transfektsiooni
kéigus ei toimu doonorrakude iilekandumist, kasutati tsentrifugeeritud toéddeldud soddet. Selle
jaoks koguti toodeldud so6de pGFP/PF14 kompleksiga transfekteeritud doonorrakkudelt,
tsentrifuugiti antud sddde ja inkubeeriti retsipientrakke tsentrifuugitud toddeldud s66tmega ning
visualiseeriti tulemused kasutades konfokaalmikroskoopiat. Ulevaade antud katseplaanist on

kujutatud joonisel 5.
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Toodeldud s66tme kogumise jaoks kiilvati doonorrakkude transfektsioonile eelneval paeval 24-
kaevulisele plaadile 50 000 CHO rakku 500 pl s66tmes. Enne doonorrakkude transfekteerimist
teostati rakkudele tdielik soO0tmevahetus, lisades doonorrakkudele 450 pl vérsket sdodet.
Doonorrakkude transfekteerimiseks kasutati lastmolekulina GFP-d kodeerivat plasmiidi. CHO
doonorrakkudele lisati kas vett, pGFP vesilahust voi pGFP/PF14 CR4 kompleksi, kus pGFP
koguhulk plasmiidi sisaldavates kaevudes oli 1,0 pg (tabel 3). Rakke inkubeeriti 500 pl eelmainitud
lahustega 12 h ning sellele jargnevalt aspireeriti doonorrakkudelt s6dde ja pesti neid 2 korda 500
ul 1x PBS-iga. Peale pesu lisati doonorrakkudele 500 pl virsket séodet ja inkubeeriti neid 12 h,
voimaldamaks doonorrakkudel eraldada sootmesse EV-sid. Inkubatsioonile jérgnevalt koguti
doonorrakkudelt 500 pl to6deldud s6ddet ja tsentrifuugiti seda toatemperatuuril 30 min 2000g
juures (Sigma 2-16PK, rootor 12148), eemaldamaks sd6tmes olevaid rakke ja rakujddtmeid ning
jéttes alles fraktsiooni, mis sisaldab EV-sid.

CHO restsipientrakud kiilvati 24 h enne to6deldud s66tme tlilekandmist 8-kambrilisele Nunc Lab-
Tek (Thermo Fisher Scientific) konfokaalmikroskoopia plaadile, 25 000 rakku 250 pl sd66tmes
kambri kohta. Jargneval pédeval eemaldati retsipientrakkudelt s66de ja asendati 450 pl
tsentrifuugitud doonorrakkudelt périt toodeldud s66tmega. Retsipientrakke inkubeeriti 24 h

toodeldud s66tmega ja peale seda visualiseeriti tulemused kasutades konfokaalmikroskoopiat.

2 X pesu Kogu té6deldud
+ varske sdode
pLuc/PF14 s6ode
12h 12h Doonorrakkudelt kogutud té6deldud
=————— séétme tsentrifuugimine
Doonorrakud Doonorrakud Doonorrakud

+ tsentrifuugitud
toodeldud
s6ode

24h Konfokaalmikroskoopia
—_—
Retsipientrakud

Joonis 5. Ulevaatlik katseplaan doonorrakkude transfekteerimisest, tdddeldud s66tme kogumisest
ja  tsentrifuugimisest ning  tsentrifuugitus  s66tme  kasutamisest retsipientrakkude

transfekteerimiseks
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2.2.5 Transfektsiooni edukuse hindamine imetaja rakukultuuris
Transfektsiooni edukuse hindamisviisina kasutati kahte meetodit: transfekteeritud doonor- ja
retsipientrakkude liisaadist moddeti lutsiferaasi aktiivsust voi vaadeldi tsentrifuugitud té6deldud

sootmega transfekteeritud retsipientrakkudes GFP signaali kasutades konfokaalmikroskoopiat.

2.2.5.1 Lutsiferaasi aktiivsuse modtmine

Lutsiferaasi reportersiisteem pohineb lutsiferaasi ja selle substraadi lutsiferiini vahelises
reaktsioonil, mille tulemusena eraldub luminestsents. Antud meetodi eelis transfektsiooni
hindamisel on selle lihtsus ja robustsus ning vdga hea kvantiteeritavus. Antud t66s kasutatud
konkreetsem lutsiferaasi reaktsioonikeskkond on varsemalt optimeeritud Helmforsi ja kolleegide
poolt (Helmfors jt., 2015). Liihidalt, peale rakkude transfektsiooni pLuc plasmiidiga punktis
2.2.4.1vilja toodud tingimustel, kasutades kompleksi voi toodeldud s6ddet, pesti rakud 100 pl 1x
PBS-iga. Seejdrel liilisiti rakud, kasutades 25 pl 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) lahust 1x
PBS-is. Lisimine on oluline vabastamaks raku seces siinteesitud lutsiferaasi, mis
reaktsioonikeskkonnas on vOimeline reageerima lisatava substraadi lutsiferiiniga. Rakke liiiisiti
loksutil, toatemperatuuril 30 minutit. 20 pl rakuliisaati tOsteti spetsiaalselt bioluminestsentsi
modtmiseks mdeldud 96-kaevulisse plaati. Peale rakkude liiiisimist ja vahetult enne luminestsenti
modtmis segati kokku 10 ml lahust, mis sisaldas 25 mM ditiotreitooli (DTT) (Sigma-Aldrich), 1
mM D-lutsiferiini kaalium soola (Sigma-Aldrich), 1 mM ATP-d (Sigma-Aldrich), 25 uM
koensiiim A-d (CoA) (Sigma-Aldrich), ImM etiileendiamiintetraatsetaati (EDTA) (Sigma-
Aldrich), 20 mM tritsiini (Sigma-Aldrich), 1 mM MgCO3 (Sigma-Aldrich), SmM MgSO4 (Sigma-
Aldrich). 20 pl rakuliisaadile lisatati 100 pl eelnevalt kokku segatud lutsiferaasi substraadi lahust,
millele jargnevalt mdddeti koheselt luminestsentsi kasutades GloMax 96 mikroplaat luminomeetrit
(Promega). Mootmised on teostatud 8 bioloogilise replikaadina igal plaadil, korrates eksperimenti
3 korda.

Liitisimisest jdrelejadanud 5 pl rakuliisaati kasutati médramaks proovi valgusisaldust,
normaliseerimaks luminestseni toorandmeid valgusisalduse suhtes. Rakuliisaadi valgusisalduse
modtmiseks kasutati Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) komplekti jargides
tootja protokolli. Tegemist on testiga, mis pdhineb Lowry valguanaliiiisil ja vdimaldab
kolorimeetriliselt maddrata valgu kontsentratsiooni uuritavas proovis. Rakuliisaatide valgusisaldust
moddeti 562/0 nm juures, kasutades absorbtsiooni mdotmiseks spektrofotomeetrit Sunrise

(TECAN).
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2.2.5.2 Konfokaalmikroskoopa

Teise transfektsiooni edukuse hindamisviisina kasutati konfokaalmikroskoopiat. Punktis 2.2.4.2
vilja toodud tingimustel to6deldud doonorrakkude transfektsiooni toimumise hindamiseks kasutati
konfokaalmikroskoopi LSM710 (Zeiss). Vahetult enne rakkude visualiseerimist vahetati igas
kambris s66de 200 pl vérske s66tme vastu. Rakutuumade varvimiseks lisati igasse kambrisse 50
pl 0,01 pg/ml Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) lahust 1x PBS-is, Hoechst-i
16ppkontsentratsioon kambris oli 0,002 pg/ml. Sellele jiargnevalt inkubeeriti rakke 30 min
inkubaatoris. Hoechst-1 signaali jdlgimiseks kasutati 405 nm laserit, GFP signaali jdlgimiseks
kasutati 488 nm laserit ja DsRed signaali jdlgimiseks kasutati 561 nm laserit.. Hoechst 3342
ergastuskiirguse lainepikkus on 350 nm ja emissioonikiirguse lainepikkus on 461 nm. GFP
ergastuskiirguse lainepikkus on 488 nm ja emissioonikiirguse lainepikkus on 509 nm. DsRed

ergastuskiirguse lainepikkus on 558 nm ja emissioonikiirguse lainepikkus on 583 nm.

2.2.6 EV-de tootmine ja eraldamine suures skaalas

EV-de biodistributsiooni uurimiseks hiire mudelis on vaja koguda suuremas mahus EV-sid. Selle
jaoks jargiti sama pohimdtet nagu varem kirjeldatud punktis 2.2.4, kus doonorrakkude
transfektsioonile jargnevalt lastakse rakkudel eraldada s66tmesse nukleiinhappega lactud EV-sid.
Erinevalt eelmainitud protokollist viidi protseduur suuremasse mahtu. Lisaks eelnevale koguti
toodeldud soodet kauem, 12 h asemel 72 h, ja saadud t6ddeldud sootmest eraldati EV-d. Pikem
inkubatsiooniaeg voimaldab doonorrakkudel eraldada toddeldud s66tmesse rohkem laetud
vesiikule. EV-de tootmise katseplaan suures skaalas on iilevaatlikult vélja toodud joonisel 6.
Doonorrakkude transfektsioonile eelneval pieval kiilvati kahte 175 cm? pudelisse 2,5 miljonit CHO
rakku 20 ml s66tmes. Vahetult enne transfektsiooni vahetati pudelites sodde. Transfektsiooniks ja
toodeldud sootme kogumiseks kasutati kahte erinevat soddet, nii seerumiga kui seerumvaba. Kahte
erinevat so0det kasutati, kuna EV-de eraldamise jaoks moeldud kommertsiaalne toode eeldab
vesiikulite eraldamist seerumvabast sootmest. Kuna koik eelnevad katsed olid tehtud seerumit
sisaldava sddtmega, eraldati EV-d nii seerumit sisaldavast kui seerumvabast so6tmest. Uhte
pudelisse lisati 19 ml rakkude kasvatussdoodet seerumiga (defineeritud punktis 2.2.1) ja teises
pudelis olevaid rakke pesti 2 korda 20 ml Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) seerumvaba
s00tmega ning lisati pudelisse 19 ml seerumvaba s6ddet. Erinevaid so6tmeid kasutati vordlemaks
kahte erinevat meetodit EV-de eraldamiseks ning leidmaks antud protokolli kasutamise jaoks

optimaalne s66de. Doonorrakkude transfektsiooniks kasutati lastmolekulina lutsiferaasi kodeerivat
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plasmiidi pLuc. Seerumvaba ja seerumit sisaldava so6tmega pudelile lisati punktis 2.2.3 vastavalt
protokollile moodustatud CR4 pLuc/PF14 komplekse, kus pudeli kohta oli plasmiidi koguhulk 0,2
mg. Peale 12 h kompleksiga 20 ml s66tmes inkubatsiooni eemaldati pudelites olev sddde ja pesti
rakke 2 korda 20 ml s66tmega. Seejérel lisati pudelisse 20 ml vérsket vastavalt seerumit sisaldavat
v0i seerumvaba s6ddet. Doonorrakke inkubeeriti transfektsioonile jargnevalt 72 h. Inkubatsioonile
jargnevalt koguti seerumit sisaldav ja seerumvaba toddeldud sdode eraldi.

Ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamiseks toddeldud s6otmest kasutati Total Exosome Isolation
Reagent (from cell culture media) (Thermo Fisher Scientific) jéargides tootja protokolli.
Eelmainitud komplekt pohineb EV-de véljasadestamisel, kus komplektis olev poliimeer seob vee
molekule ning seetdttu sadenevad vilja vihem lahustuvad osakesed, nagu EV-d. Lahusest vilja
sadenenud EV-sid on seejdrel voimalik sootmest eraldada kasutades tsentrifuugimist. EV-de
eraldamiseks tsentrifuugiti kogutud t66deldud s66det 30 min 2000g 4°C juures (Sigma 2-16PK,
rootor 12071), eemaldamaks so6tmes olevaid rakke ja rakujddtmeid. Supernatant viidi edasi
puhtasse tuubi ja sellele lisati pool kogusest EV-de eraldamiseks mdeldud reagenti ehk 20 ml-le
toodeldud sootmele lisati 10 ml reagenti. S66de segati reagendiga ja inkubeeriti iile6d 24 h.
Jargneval péeval kanti toddeldud séode iile ultratsentrifuugimiseks mdeldud poliipropiileen tuubi
(Beckam Coulter) ja tsentrifuugiti 1 h 10 000g 4°C juures (Optima XE-90, rootor SW28) (Beckman
Coulter). Pidrast seda supernatant eemaldati ja sademes olevad ekstratsellulaarsed vesiikulid
resuspendeeriti 250 pl 1x PBS-is. EV-sid sdilitati PBS-i lahuses 4°C juures kuni nddal voi -20°C

juures pikaajaliselt.

2 x pesu

pLuc/PF14 + vérske sd66de
I
Doonorrakud
i ik Doonorrakud 3 58 5 i ;
seerumiga sé6tmes 12h seerumiga sootmes 72h To6deldud s66tme kogumine

ja EV-de eraldamine

— N S

Doonorrakud

. Doonorrakud
seerumvabas sé6tmes

seerumvabas s66tmes

Joonis 6. Ulevaatlik katseplaan doonorrakkude transfekteerimisest ja toddeldud sé6tme

kogumisest
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2.2.7 EV-de biodistributsiooni iseloomustamine hiire mudelis

Antud t66s libiviidud loomkatsed ldbiviimiseks on saadud load Eesti loomkatse ldbiviimise
loakomisjonilt, luba 81 (véljastatud 04.04.2016) ja luba 110 (vidljastatud 12.06.2017). Loomkatse
protseduurid viis 1dbi autori juhendaja Kaido Kurrikoff, kes on nimetatud lubades mairgitud loa
taotleja ja loomkatse labiviija. TOO autor viibis katse 1abimise juures, valmistas ette koik siistitavad
lahused ning analiiiisis iseseisvalt postmortem koed ja andmed. Katseloomadena kasutati 8-nédala
vanuseid emaseid BALB/c hiiri ja biodistributsiooni miiramiseks kasutati lutsiferaas-lutsiferiin
reportersiisteemi. Hiirte viimiseks lildanesteesiasse kasutati isofluraani, 3% induktsiooniks ja 1%
anesteesia sdilitamiseks.

Hiirtele manustati intravenooselt sabaveeni kaudu iihekordselt kas 200 pl seerumiga voi
seerumvabast so6tmest eraldatud ekstratsellulaarseid vesiikule, 200 pl tabelis 2 vilja toodud CR2
pLuc/PF14 kompleksi 5%-ilises gliikoosilahuses voi 200 pl puhast pDNA-d 1x PBS-is (pLuc
kogus plasmiidi sisaldavates siistelahustes 44 ug), 1 loom grupis (N=1). 24h mdddudes manustati
hiirtele intraperitoneaalselt (i.p.) lutsiferiini siistelahus (Perkin Elmer) 150 mg/kg. Umbes 10
minutit peale i.p. lutsiferiini manustamist kuvati elusloomad VIS Spectrum in vivo Imagining
System (Perkin Elmer) kuvamisseades ja teostati jérjestikulased seeriamddtmised. Selle eesmérgiks
oli méérata lutsiferaasi aktiivsuse maksimumpunkt, mis on tavaliselt kuni 20 minutit pérast
lutsiferiini  manustamist. Seejdrel teostati postmortem ex vivo kudede analiilis samas
kuvamisseadmes.

Peale postmortem kudede visualiseerimist kuvamisseadmes, homogeniseeriti antud koed 1x
Promega reporter liilisipuhvris (Promega), kasutades Precellys 24 koe homogenisaatorit (Bertin
Technologies), mille t60podhimdte seisneb koeproovide fiiiisilises purustamises kasutades
tsentrifugaaljoudu ja kudedele lisatud plastik-kuulikesi. Liihidalt, kudedele lisati 500 pl
liitisipuhvrit ja neid homogeniseeriti 2 korda 20 sekundit. Homogenisaate inkubeeriti loksuti peal
15 min, pérast mida viidi 1dbi 3 kiilmutamise-sulatamise tsiiklit. Kiilmutamine toimus vedelas
lammastikus ja sulatamine 37°C vesivannis. Kiilmutamis-sulatamis tsiiklid 1dbinud homogenisaate
tsentrifuugiti 10 000g 4°C juures 3 min (Sigma 2-16PK, rootor 12148). Seejdrel supernatant koguti
eraldi ja algsele koe homogenaadile lisati 500 pl liitisipuhvrit. Homogenisaate hoiti loksuti peal 15
min ja tsentrifuugiti 10 000g 4°C juures 3 min. Saadud supernatant lisati eelnevalt eraldatule ja
antud segust moddeti nii lutsiferaasi aktiivsust kui méérati ka liisaadi vagusisaldus.
Luminestsentsi mootmiseks pipeteeriti 20 pl supernatanti spetsiaalselt bioluminestsentsi mddtmise

jaoks moeldud 96-kaevulisse plaati. Koe liisaadile lisati 80 pl lutsiferaasi analiiiisi substraati
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(Promega) ja koheselt moddeti luminestsentsi kasutades GloMax 96 mikroplaat luminomeetrit
(Promega). Modtmised sooritati 3 tehnilise replikaadina. Koe homogenaadi valgusisalduse
modtmiseks tehti supernatandist 20-kordne lahjendus 1x PBS-is, millest analiitisiti 5 pl proovi.
Valgusisalduse modtmiseks kasutati Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
Lowry valguanaliiiisile pohinevat komplekti, jirgides tootja protokolli. Koe homogenaatide
valgusisaldust moddeti kolorimeetriliselt 562/0 nm juures kasutades absorbtsiooni mddtmiseks

spektrofotomeetrit Sunrise (TECAN).

2.2.8 Eraldatud EV-de ning kompleksi diameetri ja zeta potentsiaali miidramine

Punktis 2.2.6 eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulite suuruse ja laengu iseloomustamiseks
kasutati diinaamilist valgushajuvust (dynamic light scattering, DLS). Tegemist on meetodikaga,
mis voimaldab maddrata suspensioonis olevate osakeste suuruse jaotumist. Lisaks suurusele,
médrati ka osakeste zeta potentsiaal, mis iseloomustab nende nihketasapinna potentsiaali
elektrivdljas. Antud parameetreid ei mdddeta DLS-i vahendusel otse ning saadud andmed on
arvutuslikud hinnangud proovist kogutud andmete pdhjal. Osakeste hiidrodiinaamilise diameetri
hindamiseks mdddab DLS valguse intensiivsuse koikumist ajas sellal, kui osakesed on Browni
litkkumises, ning zeta potentsiaali iseloomustab potentsiaalide erinevust osakese pinnal olevate
ioonide ja nihketasapinnal asuvate ioonide vahel (Bhattacharjee, 2016).

Selleks, et madrata kompleksi voi EV-de hiidrodiinaamilist diameetrit ja zeta potentsiaali, tehti 50
ul seerumiga vOi seerumvabast séotmest eraldatud ekstratsellulaarseid vesiikulitest 40-kordne
lahjendus vees ning 100 pl CR4 pLuc/PF14 (tabel 3 — loomkatse jaoks materjali kogumine)
kompleksist tehti modtmiste jaoks 20-kordne lahjendus vees. Osakeste suuruse modtmiseks
kasutati 1 ml kas EV-de vdi kompleksi lahjendust ning UV-ldbipaistvaid lihekordseid kiivette
(Sarstedt). Zeta potentsiaali modtmiseks kasutati Zetasizer Nano Series ilihekordseid kiivette
(Malvern). =~ MOootmised  sooritati  kasutades  Zetasizer ~ Nano  ZS  (Malvern)

footonkorrelatsioonspektroskoopiat.

2.2.9 Andmete analiiiis
Antud t66s védlja toodud tulemuste analiilisimiseks kasutati GraphPad Prism 5.03
andmetootlusprogrammi. Konfokaalmikroskoopia piltide todtlemiseks kasutati ZEN 3.1 (blue

edition) (Zeiss) tarkvara. Graafikul ndidatud vearibad kujutavad standarhilvet.
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2.3 Tulemused ja arutelu

Antud t66 eesmargiks oli leida meetod nukleiinhappe pakkimiseks ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse ning selle kaudu leida uusi viise geeniteraapia ldbiviimiseks. Jargnevalt on
analiiiisitud hiipoteesi, et kasutades keemilist transfektsiooni viimaks doonorrakkudesse
nukleiinhappet sisaldavaid nanopartikleid, on voimalik kas antud nanopartikleid voi lastmolekule
viia doonorrakkude poolt toodetud EV-de koosseisu. Lisaks millele, saab doonorrakkude poolt

toodetud EV-sid kasutada omakorda retsipientrakkude transfektsiooniks.

2.3.1 Transfekteeritud rakkudelt kogutud s6ode on transfektsioonivoimeline

Eelnevalt plasmiidi ja rakku siseneva peptiidi kompleksiga transfekteeritud doonorrakkudelt
kogutud téodeldud s6odet kasutati retsipientrakkude transfekteerimiseks. Lihtsam ja kiirem viis
plasmiidi transfektsiooni hindamiseks on lutsiferaasi geeni sisaldava plasmiidi kasutamine
transfektsiooniks ning selle jargselt doonor- ja retsipientrakkude liisaadi luminestsentsi mddramine.
CHO ja HEK-Cre rakkude transfektsiooni tulemused on kujutatud joonisel 7 vastavalt punktides
A ja B. Antud tulemused niitavad, et kasutades doonorrakkudelt kogutud t66deldud rakusdddet on
voimalik sellega transfekteerida retsipientrakke. Sealhulgas on oluline rohutada, et peale
doonorrakkude transfektsiooni kompleksiga toimus rakkude pesu ja sodtmevahetus ning
transfektsioonivoimeline s6dde on pirit transfekteeritud doonorrakkudelt ning ei sisalda algse
transfektsiooniseguga soodet.

Transfektsiooni tulemusel on ndha nii doonor- kui retsipientrakkude edukat transfekteerimist.
Doonorrakkude puhul on tegemist tavapérase tulemusega. Antud t66 kontekstist vaadatuna on aga
retsipientrakkude transfekteerimine olulise vairtusega ning toetab antud t60s piistitatud hiipoteesi,
et EV laadimiseks on vdimalik kasutada pDNA ja CPP kompleksi.

CHO rakkude puhul on retsipientrakkude luminestsentsi signaal 100 korda vdiksem vorreldes
doonorrakkudega. HEK-Cre rakuliini puhul on retsipientrakkudest tulenev luminestsentsi signaal
17 korda véiksem vorreldes doonorrakkudega. Retsipientrakkude madalamat transfekteerumist
pohjustab asjaolu, et nende transfekteerimiseks saadav materjal on doonorrakkudes juba
lahjendatud. Lisaks eelmainitule on varasemates uuringutes ndidatud, et eri rakuliinide vahel esineb
ekstratsellulaarsete vesiikulite tootmise efektiivsuses erinevusi, mis voib seletab CHO ja HEK-Cre
retsipentrakkude mitmekordset transfektsiooni erinevust. Seetdttu ei ole iillatav, et CHO ja HEK-

Cre retsipientrakkude transfektsiooni edukus on mitmeid kordi erinev.
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Joonis 7. Doonor- ja retsipientrakkude transfektsioonimééra vordlemine. CHO (punkt A) ja HEK-
Cre (punkt B) rakkudelt kogutud toéodeldud rakuséddet on vdimalik kasutada sama rakuliini
retsipientrakkude transfekteerimiseks. Doonorrakke téodeldi 12 h kas vee (UT), ainult plasmiidi
(pLuc) voi plasmiidi ja peptiidi kompleksiga (pLuc/PF14). Toodeldud so6ddet koguti 12 h ja
kogutud to6deldud s6otmega inkubeeriti retsipientrakke 24 h. Andmed on esitatud 8 bioloogilise
replikaadi 3 kordusena, veariba kujutab standardhilvet. UT — tootlemata rakud (untreated) , D —

doonorrakud, R — retsipientrakud

2.3.2 Transfekteeritud rakkudelt kogutud s66tme rakuvaba fraktsioon on
transfektsioonivoimeline

Kuna retsipentrakkudes oli voimalik lutsiferaasi signaali tuvastada, tasus toodeldud so6tme
kasutamist transfektsioonimeetodina edasi wuurida. Toestamaks, et kasutades rakkude
transfekteerimiseks toodeldud s6ddet vastutavad lastmolekuli transpordi eest retsipientrakkudesse
sootmes leiduvad ekstratsellulaarsed vesiikulid, kasutati konfokaalmikroskoopiat ning antud t66
jaoks kohandatud reportersiisteemi. Antud metoodika eesmérgiks oli demonstreerida, et positiivne
signaal ei saa tulla doonorrakkude {ilekandmisest koos toddeldud s66tmega.

Naitamaks, et toodeldud sootme kasutamisel ei toimu doonorrakkude iilekandumist
retsipientrakkudele tsentrifuugiti eelnevalt CHO doonorrakkudelt kogutud tdddeldud soddet
punktis 2.2.4.2 vilja toodud tingimustel. Tulemused on kujutatud joonisel 8. To6tlemata ja ainult
plasmiidiga inkubeeritud doonorrakkudelt kogutud ja tsentrifugeeritud s6ode ei ole voimeline
transfekteerima retsipientrakke. Seevastu algselt pGFP/PF14 kompleksiga transfekteeritud
doonorrakkudelt kogutud ja tsentrifugeeritud té6deldud s66de on vdimeline viima

31



retsipientrakkudesse lastmolekuli ja on ndha doonorrakkudes positiivset GFP signaali. Seega saab
jareldada, et toddeldud sootme kasutamisel retsipientrakkude transfektsiooniks ei toimu
doonorrakkude iilekandumist s66tmega ning transfektsiooni eest vastutavad toddeldud s6dtmes
olevad mitterakulised osakesed. Kinnitamaks, et to6deldud s66tmes vahendavad transfektsiooni
seal leiduvad lastmolekuli voi kompleksiga laetud EV-de, on vaja eraldada s66tmes leiduvad EV-

d ja ndidata, et toodeldud sdotmest eraldatud EV-d on transfektsioonivdimelised.

Hoechst GFP Transmissioonvalgus Kokku

uT
sdode

pGFP
soode

pGFP/PF14
sdode

Joonis 8. Retsipientrakkude transfekteerimine on pdhjustatud doonorrakkudest périt mitterakulise
komponendi poolt. CHO retsipientrakkude transfekteerimine kasutades doonorrakkudelt kogutud
ja eelnevalt tsentrifuugitud té6deldud sd6det. Doonorrakke transfekteeriti 12 h kas vee (UT), ainult
plasmiidi (pLuc) vdi plasmiidi ja peptiidi kompleksiga (pLuc/PF14), toodeldud soddet koguti 12 h
ja retsipientrakke inkubeeriti toddeldud sd6tmega 24 h. Rakutuumad on vérvitud Hoechst-iga,

roheline signaal kujutab GFP-d. Md6tjoon téhistab 100 pum.

32



2.3.3 Transfekteeritud rakkudelt kogutud séotmest eraldatud EV-d on
transfektsioonivoimelised hiire mudelis

Olles eelnevalt vilistanud doonorrakkude iilekandumise retsipientrakkude transfektsiooni
poOhjusena, uuriti edasi, kas doonorrakkude téodeldud so66tmest eraldatud EV-d vahendavad
transfektsiooni loommudelis. EV eelis nukleiinhappe kandja ja transfekteerijana on antud osakeste
biosobivus, mis teoreetiliselt voimaldaks organismi tasemel vdhendada ohtlikke kdrvaltoimeid.
Transfektsiooni kdigus organismile toksilisuse vdhendamine on olnud iiks uurimissuundi CPP-de
kasutamisel keemilise transfektsiooni vahendajana, mistottu esineb huvi kasutada EV-sid
transfektsioonivektoritena. Seega jargnevalt eraldati to6deldud rakuséotmest EV-d ja testiti, kas
eraldatud ja laetud EV-d vdiks omada ravimkandjana aktiivsust imetajaorganismi tasemel.

Kuna rakukultuuri katse (joonis 7) pohjal oli ndha, et kasutades retsipientrakkude transfektsiooniks
doonorrakkudelt kogutud sdddet, oli transfektsiooni edukus mitmeid kordi madalam vdrreldes
doonorrakkude enda transfektsiooniga, ning seega otsustati modifitseerida protokolli, et eraldada
toodeldud so6tmes suurem kogus EV-sid. Katsete jaoks piisava koguses EV-de eraldamise jaoks
kasvatati suures skaalas doonorrakke ning toddeldud sdéodet koguti pikema aja jooksul, vorreldes
sooritatud katsetega imetaja rakukultuuris.

Uurimaks eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulite biodistributsiooni hiire mudelis, transfekteeriti
suures skaalas doonorrakud ja téodeldud s6dtmest eraldati ekstratsellulaarsed vesiikulid punktis
2.2.7 vilja toodud protokolli alusel. Selleks kasutati tooriihmas varasemalt kasutatud ja teada
lutsiferaasi reportersiisteemi, mis voimaldab suhteliselt kiiresti ja védga tundlikult méadrata
uuritavates kudedes toodetud lutsiferaasi koguseid (Kurrikoff jt., 2017). Ekstratsellulaarsed
vesiikulid eraldati kas seerumit sisaldavast sootmest, edaspidi EV (S), vdi seerum vabast so6tmest,
edaspidi EV (SV), kontrollina kasutati puhast plasmiidi vdi pDNA ja CPP kompleksi vastavalt
punktis 2.2.8 vilja toodud protokollile. Eelmainitud kompleksid siistiti i.v. ja mdddeti hiiremudelis
pDNA transfektsiooni ja biodistributsiooni. Antud ldhenemise eesmirk on kvalitatiivselt kindlaks
médrata, kas eraldatud EV omab bioloogilist aktiivust. On oluline esile tuua, et modddetud
lutsiferaasi aktiivsuse vddrtused EV ja kompleksi grupi vahel ei ole kvantitatiivselt vorreldavad,
sest EV grupis olev plasmiidi doos ei ole sama, mis pLuc/PF14 grupis.

Joonisel 9 kujutatud organite lutsiferaasi aktiivsused 24 h parast EV voi kompleksi manustamist
ning on ndha, et EV-d on transfektsioonivoimelised hiire organismis, kuna mitmetes kudedes

esineb mdddetav lutsiferaasi aktiivsus. EV-sid iseloomustab kogunemine eelkdige kopsu ja maksa,
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vihemal maééral ka pdrna, neerudesse ja ajju. Antud kogunemismuster ithildub ka punktis 1.3.1

vilja toodud andmetega. Kompleksid kogunevad eelkdige kopsu, maksa, pdrna, neerudesse ja ajju.

4000
= B3 plLuc
=2 B3 plLuc/PF14
% 0004 B3 EV(S)
E 0o EV (SV)
2 2000
k7
<]
L =t
‘E 1000-
=
.|

0-

Joonis 9. Transfekteeritud doonorrakkude  sodtmest eraldatud EV-d omavad
transfekteerimisvoimet imetaja organismis. Luminestsentsi modtmine tervetest ex vivo organitest
24 h tundi peale puhta plasmiidi (pLuc), plasmiidi ja peptiidi CR2 kompleksi (pLuc/PF14) voi EV-
de manustamist i.v. EV (S) — eckstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerumit sisaldavast
toodeldud sootmest, EV (SV) - ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerum vabast to66deldud

sOOtmest

Lisaks post mortem kudede kujutamisele moddeti lutsiferaasi aktiivsus organi liisaatidest, mis
iseloomustab pDNA transfekteerumist konkreetse koe rakkudesse. Organi liisaatidest modtetud
lutsiferaasi aktiivsus on kujutatud joonisel 10. Kompleksi puhul on kdige suurem transfektsioon
toimunud kopsus, kuid kompleks on véimeline lastmolekuli viima ka siidamesse, maksa ja porna,
kus esineb luminestsentsi signaal. Seerumiga sO06tmest eraldatud EV-de puhul ei ole
organiliisaatides korgemat luminestsentsi signaali vorreldes negatiivse kontrolliga. Seevastu
seerumvabast sootmest eraldatud EV-de puhul esineb tugev positiivne signaal kopsus kuid mitte

siidames, maksas ja pornas.
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Joonis 10. Transfekteeritud doonorrakkude so6tmest eraldatud EV-d  omavad
transfekteerimisvdimet imetaja organismis. Luminestsentsi modtmine organi liisaatidest 24 h tundi
peale puhta plasmiidi (pLuc), plasmiidi ja peptiidi CR2 kompleksi (pLuc/PF14) vdi EV-de
manustamist. EV (S) — ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerumit sisaldavast t6odeldud
sootmest, EV (SV) - ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerum vabast toddeldud s66tmest.

Andmed on esitatud kolmes tehnilises korduses, veariba kujutab standardhélvet.

2.3.4 Toodeldud rakusootmest eraldatud EV-de iseloomustamine

Eelnevalt iseloomustati toddeldud s66tmes olevate EV-de vdimet transfekteerida doonorrakke ning
ndidati, et to0deldud s6otmest eraldatud EV-d omavad transfektsioonivoimet hiiremudelis. Nii
imetaja rakukultuuris kuid ka EV-de eraldamise kaudu niidati, et transfektsiooni eest ei vastuta
mitte rakulised komponendid vaid doonorrakkude poolt sd6tmesse eraldatud komponent.
Kinnitamaks, et eelmainitud komponent vdiks olla vesikulaarset péritolu, iseloomustati sootmest
eraldatud EV-sid kasutades diinaamilist valgushajuvust, mis on autori tdogrupis varasemalt
kasutusel olnud meetod nanoosakeste iseloomustamiseks.

Suures skaalas toodetud EV-de ja kompleksi iseloomustamiseks kasutati DLS analiilisi, mis
vOimaldab mdiérata vesiikulite suurust ja zeta potentsiaali. Osakeste hiidrodiinaanaamiline
suurusjaotuvus on vélja toodud joonisel 11. Plasmiidi ja CPP kompleksi keskmine suurus jééb 160
nm juurde, esineb ka agregeerumist 2000 nm iimber. On teada, et PF14 ja nukleiinhappe
komplekside keskmine diameeter jdéb alla 200 nm. Kuna tegemist on in vivo kompleksiga, on
esinev agregeerumine normaalne ning seda on varasemalt iseloomustatud (Freimann jt., 2017).
Seerumit sisaldavast so6tmest eraldatud EV-de ehk EV (S) keskmine suurus on 1100 nm. EV (S)

suur keskmine suurus voib peegeldada seerumikomponentide voi valkude interaktsiooni EV-dega.
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Seerumvabast so6tmest eraldatud EV-de ehk EV (SV) keskmine suurus on 280 nm. Koige

sarnasem kompleksiga on EV (SV) suurus, kuid EV (SV) puhul on tegemist umbes 80 nm

suuremate osakestega vorreldes kompleksiga.
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Joonis 11. Eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulite ja doonorrakkude transfekteerimiseks
kasutatud komplekside suurusjaotuvus. pLuc/PF14 — plasmiidi ja rakku siseneva peptiidi
kompleks, EV (S) — ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerumit sisaldavast toéodeldud
sootmest, EV (SV) — ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerum vabast toodeldud s66tmest.

PdI — polydispersity index

Zeta potentsiaal peegeldab osakesesse nihketasapinna potentsiaali elektriviljas ning kompleksi ja
ekstratsellulaarsete vesiikulite zeta potentsiaal on vilja toodud joonisel 12. Plasmiidi ja peptiidi
kompleksi keskmine zeta potentsiaal on +50 mV. Seevastu on eraldatud EV-de mdddetud zeeta-
potentsiaalid negatiivsed. EV (S) keskmine zeta potentsiaal on -20 mV ning EV (SV) puhul esineb
kaks fraktsiooni, kahe kolmandiku moddetud zeta potentsiaal on -30 mV ning {ilejddnud osakeste

puhul -60 mV.
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Joonis 12. Eraldatud ekstratsellulaarsete vesiikulite ja doonorrakkude transfekteerimiseks
kasutatud komplekside zeta potentsiaali jaotumine. pLuc/PF14 — plasmiidi ja rakku siseneva
peptiidi kompleks, EV (S) — ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerumit sisaldavast toodeldud

sootmest, EV (SV) - ekstratsellulaarsed vesiikulid eraldatud seerum vabast to6deldud s66tmest

Maiiratud DLS andmed on esialgne iilevaade sellest, kuidas vodiksid vélja ndha kéesoleva
magistritod kdigus pDNA/CPP kompleksiga laetud EV-d. Kindlasti tuleb antud EV-de
morfoloogiat tdpsemalt edasi uurida, niditeks kasutades nanopartiklite jdlgimise analiiiisi ja
elektronmikroskoopiat. EV-de kasutamine in vivo on praeguste andmete pohjal samuti vaid
esialgne teadmine, kuid nende kasutamise koha pealt vOib olla optimistlik. Antud t60s
iseloomustati EV-de bioaktiivsust ja on pohjust vesiikuleid edasi arendada ja niiteks lisada neile
sihtmédrkorganisse suunavaid modifikatsioone. Lisaks sellele, nditas DLS EV-de negatiivset zeta
potentsiaali. Tegemist on potentsiaalselt asjaoluga, mis suurendab vesiikulite bioohutust, kuna
negatiivse lildlaenguga osakesed ei oma nii suurt immunoaktiveerivat toimet nagu positiiivse
iildlaenguga osakesed.

Antud t66 kaigus iseloomustati doonorrakkudelt kogutud té6deldud s66tme transfektsioonivéimet
imetaja rakukultuuris ning vélistati rakkude tilekandumise retsipientide transfektsiooni pdhjusena.
Lisaks sellele alustati protokolli vilja tootamist ekstratsellulaarsete vesiikulite eraldamiseks
rakusddtmest suures skaalas ning eraldati EV-d kahest erinevast sootmest. T66 kdigus ndidati, et
seerumvabast toodeldud sootmest eraldatud EV-de omavad vOimet transfekteerida rakke

hiiremudelis. Kusjuures, eraldatud EV-d erinesid kompleksist nii diameetri kui ka zeta potentsiaali
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poolest. Eelmainitud asjaolud annavad alust arvata, et toodeldud s66tmest eraldatud osakesed
erinevad algselt doonorrakkude transfektsiooniks kasutatud kompleksist ning tegemist
lastmolekuli kandvate ekstratsellulaarsete vesiikulitega.

Vesiikulite laadimine reportermolekuliga ja eraldamine s66tmest on vaid iiks osa iseloomustamast
uudset EV-de laadimise meetodit kasutades nukleiinhappe ja CPP kompleksi. Antud projekti
edasiseks eesmérgiks on ndidata kompleksi vahendusel lactud EV-de vOimet viia imetaja organismi
terapeutilist lastmolekuli, kus EV-d on suunatud kindlale sihtmaérgile ja sisaldavad relevantset lasti.
Selle jaoks on veel optimiseerida EV-de tootmise protokolli, et suurendada ja hinnata EV-de
saagikust ning vOimalusel ka modifitseerida EV-sid. Plaanis on eraldatud EV-de
karakteriseerimine, andmaks informatsiooni kompleksi vahendusel lactud osakeste biogeneesile
ning kas EV-d sisaldavad kogu kompleksi vai ainult lastmolekuli mingil kujul. Lisaks eelmainitule,
on veel pooleliolev meetodi arendus eesmérgiga hinnata pDNA kogust EV-des, kuid see jii

viljaspoole antud magistritods piistitatud eesmarkide.
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Kokkuvote

Antud t60 eesmérgiks oli leida uudne meetod nukleiinhappe pakkimiseks ekstratsellulaarsetesse
vesiikulitesse. Selle jaoks sooviti kinnitada ja iseloomustada reportermolekuli sisaldavate EV-de
kasutamist transfektsiooni meetodina, nii imetaja rakukultuuris kui ka loommudelis ning kirjeldada
kdesolevas t00s vélja tootatud protokolli alusel toodetud EV-sid.

EV-de laadimise jaoks kasutati keemilist transfektsiooni, mis pohines CPP PF14 ja pDNA vahelise
kompleksi transfekteerumisel rakku. Peale transfektsiooni toimub kas kompleksi voi lastmolekuli
pakkumine EV-sse. Transfekteeritud doonorrakkude toodeldud soddet oli voimalik kasutada
retsipientrakkude transfektsiooniks, kusjuures transfektsiooni eest vastutas s0otmes olev
mitterakuline komponent ehk ei toimunud doonorrakkude iilekandumist. Sealhulgas oli vdimalik
eraldada toodeldud sootmest ekstratsellulaarseid vesiikulid. Seerumvabast téodeldud sootmest
eraldatud EV-d olid bioaktiivsed ning vdimelised transfekteerima rakke reportermolekuliga
hiiremudelis. Eraldatud EV-d erinesid doonorrakkude transfektsiooni jaoks kasutatud

kompleksidest, nii hiidrodiinaamilise diameetri kui ka zeta potentsiaali poolest.

Kéesoleva t60 kdigus kogutud andmete pohjal on alust arvata, et transfekteeritud doonorrakkudelt
kogutud toodeldud so6tmes olevate transfektsiooni eest vastutavate osakeste puhul on tegemist
ekstratsellulaarsete vesiikulitega. Lisaks sellele on vdimalik EV-sid edukalt laadida pDNA-ga,
kasutades doonorrakkude transfektsiooniks CPP ja pDNA vahel moodustunud kompleksi.
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Extracellular vesicles loaded via peptide are capable of transfection in vitro and in vivo

Anett Puskar

Summary

In order to achieve efficient and safe gene therapy, there is a need for new gene delivery vehicles.
One such vehicle could possibly be extracellular vesicles, which are innately capable of delivering
functional cargo to recipient cells and elicit downstream effects. In order to harness EVs as gene

delivery vectors, it is necessary to load them with cargo of interest.

The main aim of this master’s thesis was to develop a novel method of loading EVs using chemical
transfection. In order to load nucleic acid into EVs, donor cells were transfected with nanoparticles
that were produced by condensing pDNA using CPP PF14. The transfected donor cells were
capable of producing bioactive EVs that were loaded with either the nanoparticles or cargo
molecule. It was possible to transfect recipient CHO and HEK-Cre cells using the conditioned
media collected from donor cells transfected with pLuc/PF14 complex. It was also verified that the
transfection was carried out by non cellular particles in the conditioned media. EVs were isolated
from the conditioned media of donor CHO cells, which were transfected with pLuc/PF14 complex.
The aforementioned isolated EVs were capable of transfecting cells in a mouse model, mostly
collecting in the lungs. The isolated EVs also had different physicochemical properties when
compared to the nanocomplexes that were used for donor cell transfection, such as a larger

hydrodynamic diameter and negative zeta-potential.

All in all, it was possible to load EVs by donor cell transfection using a nucleic acid and CPP
complex. Such EVs presented to be bioactive both in vitro and in vivo making this a novel method

of loading EVs.
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Lisad

Lisa 1. Toos kasutatud plasmiidide jirjestused ja plasmiidikaardid on kittesaadavad Benchling

veebikeskkonnast
Lisa 1 — A: pMC-BESPX-GLucFLuc2

https://benchling.com/s/V4GBGJ8M

Lisa 1 - B: pCMV-EGFP-C1

https://benchling.com/s/seq-DIS7TSkAfAuSBChhEhgB

Lisa 1 — C: pLV-CMV-LoxP-DsRed-LoxP-eGFP

https://benchling.com/s/seq-0UycFpmW1{]7ywOWkKLMUDb
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Joonis 13. CHO ja HEK-Cre rakkude transfekteerimine kasutades CR4 plRedl-GFP/PF14
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kompleksi. Rakke inkubeeriti 24 h tundi kompleksiga. Rakutuumad on varvitud Hoechst-iga,
punane signaal kujutab DsRed, roheline signaal kujutab GFP-d. Modtjoon téhistab 100 pm.
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