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KASUTATUD LUHENDID

2i — MEK/ERK ja GSKa3 raja inhibiitoreid sisaldav keskkond

bFGF — aluseline fibroblasti kasvufaktor (basic fibroblast growth factor, ingl)

DAPI — 4',6-diamidino-2-feniitilindool (4',6-diamidino-2-phenylindole, ingl)

EDTA - etiileendiamiintetraatsetaat (ethylenediaminetetraacetic acid , ingl)

EpiS rakud — epiblasti tiivirakud (epiblast stem cells, ingl)

ERK — ekstratsellulaarselt reguleeritav kinaas (extracellular signal-regulated kinase, ingl)
ES rakud — embriionaalsed tiivirakud (embryonic stem cells, ingl)

FGF — fibroblasti kasvufaktor (fibroblast growth factor, ingl)

GSK — gliikogeeni siintaasi kinaas (glycogen synthase kinase, ingl)

hES rakud — inimese embriionaalsed tiivirakud (human embryonic stem cells, ingl)

HESCO — inimese embriionaalsete tiivirakkude s66tmesegu (hES Cells Cocktail, ingl)
HIV-1 — inimese immuunpuudulikkuse viirus 1 (human immunodeficiency virus 1, ingl)
KLF4 — (Kruppel-like factor 4, ingl)

LF2000 — lipofektamiin 2000 (Lipofectamine 2000, ingl)

LIF — leukeemiat inhibeeriv faktor (leukemia inhibitory factor, ingl)

LMWP — madala molekulmassiga protamiin (low molecular weight protamine, ingl)

MEF — hiire embriionaalsed fibroblastid (mouse embryonic fibroblasts, ingl)

MEK — mitogeenaktiveeritud proteiinkinaas (mitogen-activated protein kinase inhibitor, ingl)
MES rakud — hiire embriionaalsed tiivirakud (mouse embryonic stem cells, ingl)

MiRNA — mikroRNA (microRNA, ingl)

NGS — immuniseerimata Kitse seerum (normal goat serum, ingl)

OCT4 — oktameeri siduv trankriptsioonifaktor 4 (octamer-binding transcription factor 4, ingl)
PDX1 — pankrease ja kaksteistsdrmiksoole homeoboks (Pancreatic and duodenal homeobox
1, ingl)

PAS — peptiid-akriilaat pind (peptide-acrylate surface, ingl)

PBS — fosfaat-puhverdatud soolalahus (phosphate buffered saline, ingl)

PDNA — plasmiidne DNA

PF6 — PepFect6

PF14 — PepFectl4

PMO - fosforoamidaat morfoliino oligomeer (phosphoroamidate morpholino oligomer, ingl)
PNA — peptiidne nukleiinhape (peptide nucleic acid, ingl)

POU — kaheosaline DNA-d siduv doméén. Nimi tuleneb valkudest Pit, Oct, Unc.


http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases

POUS5F1 — POU doméén, klass 5, transkriptsioonifaktor 1(POU domain, class 5, transcription
factor, ingl)

pre-miRNA — prekursor mikroRNA (precursor miRNA, ingl)

pri-miRNA — primaarne mikroRNA (primary miRNA, ingl)

RISC — RNA-indutseeritud vaigistuskompleks (RNA-induced silencing complex, ingl)
ROCK - Rho sodltuv proteiinkinaas (Rho-associated protein kinase, ingl)

RSP — rakku sisenevad peptiidid (cell-penetrating peptides, ingl)

SIRNA — viike interfereeruv RNA (small interfering RNA, ingl)

SCO - splaissimist korrigeeriv oligonukleotiid (splice correction oligonucleotide, ingl)
SiIRNA — viike interfereeruv RNA (small interfering RNA, ingl)

TAT — transkriptsiooni transaktivaator (trans-activator of transcription, ingl)

TP10 — Transportaan10


http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_(genetics)

SISSEJUHATUS

Inimese embriionaalsed tiivirakud (hES rakud) on eraldatud 5-7 pdeva vanuse embriio
sisemisest rakumassist. Nad on pluripotentsed ehk vodimelised diferentseeruma kdikideks
inimese rakkudeks. Lisaks suudavad nad ka piiramatult paljuneda. Selliste omadustega
rakkude kultiveerimise vdoimalus on andnud lootuse ravida koikvoimalikke koekahjustusi.
Samas on suur arengupotentsiaal embriionaalsetele tiivirakkudele ka ohtlik, sest vdime
moodustada erinevaid rakutiiiipe ja piiramatult paljuneda voib viia ka kasvaja tekkeni. See on
olnud ka tiheks suurimaks takistuseks hES rakkude rakendamisel regeneratiivses meditsiinis.
Tuumorite tekkimise véltimiseks tuleks seega enne hES rakkude transplanteerimist vihendada
nende arengupotentsiaali ldbi diferentseerimise soovitud rakutiiiipide suunas. Uheks
voimaluseks oleks kasutada selleks mikroRNA-sid (miRNA), mille puhul on tdheldatud suurt
rolli tiivirakkude diferentseerumisel ja geeniekspressioonimustrite muutmisel. Kliinilisel
rakendamisel on vaja aga mikroRNA transpordiks turvalisi ja efektiivseid meetodeid. Kuigi
viirusvektorid on efektiivsed, voivad nad pohjustada insertsioonilist mutageneesi. Seega on
suurt réhku pandud mitteviraalsete meetodite arendamisele. Uheks selliseks meetodiks on
rakku sisenevate peptiidide kasutamine, mis on itha enam Kkinnitanud oma efektiivsust ning
ohutust. Kuna varasemalt pole avaldatud iihtegi t66d, kus oleks miRNA-sid rakku sisenevate
peptiidide abil hES rakkudesse viidud, otsustati nende meetodite potentsiaali arvestades seda
voimalust uurida. Teemaga tutvumiseks antakse kirjanduse osas iilevaade inimese
embriionaalsete tiivirakkude omadustest ja kasvatamisest, teadaolevatest mMIRNA
funktsioonidest tiivirakkudes ning miRNA transporti vdimaldavatest rakku sisenevatest
peptiididest. Antud t66 eksperimentaalosas uuriti miRNA transpordi voimalust kolme erineva
rakku siseneva peptiidi abil. Transpordi efektiivsust hinnati visuaalselt konfokaalmikroskoobi
abil. Kuna inimese embriionaalsed tiivirakud on tundlikud erinevatele mojutustele, on oluline
uute meetodite rakendamisel jdlgida moju rakkude elulemusele ja pluripotentsusele. Selleks
hinnati rakkude elulemust valgusmikroskoobi ning pluripotentsusmarkerite olemasolu
fluorestsentsmikroskoobi abil. Kokkuvdttes oli seega eesmérgiks uurida, kas t66s kasutatud
rakku sisenevate peptiididega on vdimalik miRNA-sid inimese embriionaalsetesse
tiivirakkudesse viia nii, et see meetod iseenesest tiivirakkude elulemust ja pluripotentsust
margatavalt ei vihendaks. Seejuures sooviti vilja selgitada, milline kolmest peptiidist v3iks
olla kdige sobilikum. Kéesolev t66 on ka iiks osa suuremast projektist, mille eesmérgiks on
koostdds mitmete Tartu Ulikooli laborite, Solis BioDyne OU ja Tartu Ulikooli kliinikumiga

leida erinevaid meetodeid miRNA pohisteks rakuteraapiateks.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Inimese embriionaalsed tiivirakud

Inimese embriionaalne eluiga algab viljastatud munaraku 15igustumisega ning blastotsiisti
moodustumisega. Blastotsiisti tekkega on toimunud esimene diferentseerumine kahte tiitipi
rakkudeks. Vilimine kiht, trofoblast, on eellaseks lootevilistele, embriio arengut toctavatele
kudedele, nagu niiteks platsenta. Sisemine rakumass on aga aluseks koikidele loote
rakkudele. Blastotsiisti sisemist rakumassi on vdimalik eraldada ja koekultuuri tingimustes
kultiveerida. Neid rakke ongi hakatud nimetama embriionaalseteks tlivirakkudeks (ES
rakkudeks). Olles in vivo sisemise rakumassina eellasrakkudeks koidele loote rakutiiiipidele,
on nende rakkude in vitro kasvatamise voimalus andnud lootuse ravida koikvoimalikke
koekahjustusi. Seda enam, et erinevalt kodikidest muudest inimese normaalsetest rakkudest, on
embriionaalsed tlivirakud voimelised teatud tingimustes piiramatult paljunema. Seega on
teoreetiliselt voimalik kasvatada piisav hulk rakke ka suuremate kudede taastamiseks. Kuigi
eesmark rakendada inimese embriionaalseid tlivirakke regeneratiivses meditsiinis on

eksisteerinud juba pikka aega, ei ole iihegi kliinilisi katseid ldbinud ravimeetodini veel joutud.

1.1.1 Embriionaalsete tiivirakkude eraldamine

Kui esimene hiire embriionaalne tiivirakuliin loodi 1981. aastal (Evans ja Kaufman, 1981),
siis inimese embriionaalsed tiivirakud suudeti esimest korda eraldada alles 17 aastat hiljem
(Thomson jt., 1998). See oli tingitud peamiselt kahest pdhjusest: inimese embriiod ei ole
teaduslikel eesmirkidel niivord kéttesaadavad ning tiivirakkude eraldamise meetodid ei ole
liigilt liigile iiks-iiheselt iilekantavad. Naiiteks kulus mitmeid aastaid selliste s6dtmete
véljatootamiseks, mis toetaksid inimese embriio arengut blastotsiisti staadiumini (Polak,
2008). Kuigi inimese embriionaalsed tiivirakud eraldati 1998. aastal, on niitidseks selgunud, et
hiire ES rakkudega samavéirsete rakkude eraldamiseks kulus veel 15 aastat (Gafni jt., 2013;
Ware jt., 2014). Nimelt eristatakse tédnapdeval kahte embriionaalsete tiivirakkude staadiumit:
naiivsed (naive) (hiire ES rakud ja hiljuti eraldatud inimese naiivsed ES rakud) ning
diferentseerumiseks valmistuvad (primed) (hiire implantatsioonijargsest epiblastist eraldatud
EpiS rakud ja inimese ES rakud) (Nichols ja Smith, 2009) (vt ka tabel 1). Seega, kui varem
pOhjendati erinevusi hiire ja inimese ES rakkude vahel sellega, et liigid ongi erinevad (Ginis
jt., 2004), on tdnaseks mitmed erinevused seletatavad staadiumite erinevustega. Néiteks on nii
hiire kui ka inimese naiivsed ES rakud vorreldes diferentseerumiseks valmistuvate rakkudega

klonogeensemad, vihesema DNA metiileeritusega, suurema arengupotentsiaaliga, kimaére



lihtsamini moodustavad, omapérase mikroRNA profiiliga, molema aktiivse X kromosoomiga
(XX kartiotiitibi puhul). Naiivsete rakkude kultiveerimiseks on vaja sootmesse lisada
leukeemiat inhibeerivat faktorit (LIF) ning MEK/ERK ja GSK3 raja inhibiitoreid, seevastu
kui diferentseerumiseks valmistuvatel rakkudel on vajalik fibroblasti kasvufaktorite ja
aktiviini juuresolek. Vastavate so6tmekomponentide vahetamisel ning lisafaktorite lisamisel
on voimalik ka rakkude staadiumit muuta ja seda mdlemas suunas. (Gafni jt., 2013; Nichols ja
Smith, 2009; Ware jt., 2014) Seega on embriionaalsed tiivirakud plastilised ja nende
omadused sOltuvad suuresti kasvatamise tingimustest. Kuna uurimisel tehtavad
manipulatsioonid ei pruugi mojuda erinevalt kasvatatud rakkudele iihtemoodi, teeb see
keeruliseks tiivirakkude uurimisel saadud tulemuste vordlemise ja motestamise. Seepdrast
oleks hea leida iihtsed sobivad meetodid tlivirakkude kultiveerimiseks. Hetkel on aga
kasutusel ja arendusel veel viga erinevaid meetodeid, millest rddgib ka jérgnev peatiikk.
Kuigi tulevikus on oodata suurt naiivsete inimese ES rakkude kasutuselevottu nende suurema
arengupotentsiaali ja lihtsamate kultiveerimisvoimaluste tottu (Ware jt., 2014), pohinevad
senised katsed, kaasaarvatud antud magistritdd eksperimentaalosa, diferentseerumiseks
valmistuvate inimese ES rakkude uurimisel. Seetdttu keskendutakse kéesolevas toos

peamiselt selle staadiumi rakkudele.

Tabel 1. Hiire ja inimese embriionaalsed tiivirakud. Tabelis on vilja toodud erinevate hiire
ja inimese ES rakkude tiiiibid ning nende eraldamise aastad, staadiumid ja tingimused. 2i -
MEK/ERK ja GSK3 raja inhibiitorid, FGF - fibroblasti kasvufaktor, LIF - leukeemiat
inhibeeriv  faktor. (Gafni jt., 2013; Nichols ja Smith, 2009; Ware jt., 2014)

Hiir Inimene Hiir Inimene
Nimetus mES hES EpiS naiivne hES
Eraldamise aasta |1981 1998 2009 2013
Pluripotentsuse " Diferentseerumiseks | Diferentseerumiseks "
R Naiivne . . Naiivne
staadium valmistuv valmistuv

Implantatsioonijargne

. Blastotsust
epiblast

Embriio staadium | Blastotsiist Blastotsuist

Vajalikud s66tme

. . .| 2i+LIF FGF + Aktiviin FGF + Aktiviin 2i + LIF
lisakompondendid

1.1.2 Embriionaalsete tuvirakkude kultiveerimine koekultuuris

Inimese embriionaalseid tiivirakke ei saa kasvatada tavalise koekultuuri plastiku peal, nagu
saab hiire ES rakke LIF-i juuresolekul (Xu jt., 2001) ning seetdttu on vajalik spetsiifiliste
kasvupindade kasutamine. Uks levinuimaid meetodeid on olnud toiterakkude kasutamine.

Selleks on tavaliselt kasutatud hiire vai inimese fibroblaste (Richards jt., 2002; Tecirlioglu jt.,
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2010; Thomson jt., 1998). Uheks miinuseks nende puhul on aga rakkude omaduste
varieeruvus partiidena (Brafman jt., 2010). Laialdaselt on kasutatud ka hiire tuumori
rakkudest saadud ekstratsellulaarsete maatriksvalkude segu ehk Matrigeli (Kibbey, 1994; Tsali
jt., 2010; Xu jt., 2001). Loomset paritolu valke sisaldavate kasvupindade ja soOtmete
kasutamine ei sobi aga rakendamiseks regeneratiivses meditsiinis inimeste puhul, kuna sellega
voib kaasneda immuunvastuse teke (Martin jt., 2005) ning loomapatogeenide edasikandumine
(Cobo jt., 2005). Seepdrast on suurt rohku pandud kunstlike, defineeritud koostisega
kasvusiisteemide véljatootamisel. Naiteks on hiire embriionaalsete fibroblastide (MEF) poolt
konditsioneeritud so6tme asemel hakatud kasutama mTeSR1 ning HESCO (hES Cells
Cocktail) so6tmeid, mis sisaldavad albumiini, transferriini, insuliini, aluselist fibroblasti
kasvufaktorit (bFGF) ning mitmeid muid defineeritud komponente (Lu jt., 2006). Lisaks on
kasutatud ka mitmeid kunstlikke kasvumaatrikseid. Naiteks on katsetatud bioloogiliselt
aktiivsetest peptiididest valmistatud peptiid-akriilaat pindu (PAS) (Melkoumian jt., 2010)
ning polii(metiiiilviniiiileeter-alt-maleiinanhiidriid) poliimeere (Brafman jt., 2010). Lisaks on
inimese ES rakke suudetud kasvatada fibronektiiniga kaetud pinnal, kui s66tmesse oli lisatud
ROCK, GSK ja MEK inhibiitorid ning bFGF. Sellise keskkonnaga suudeti teostada ka
tiksikrakulist passeerimist, mis tavaliselt pdhjustab inimese ES rakkude puhul suurt suremust.
(Tsutsui jt., 2011) Arvestades, et neid samu komponente on kasutatud ka naiivsete ES
rakkude saamiseks, mis on samuti iiksirakuliselt passeeritavad (Gafni jt., 2013; Ware jt.,
2014), on toendoline, et antud keskkonna abil oli saavutatud tiivirakkude naiivsem vorm.

Kui arengupotentsiaali suurenemiseks on vaja konkreetsete faktorite koosmdju, siis selle
vahenemiseks piisab viga vdikestest mojutustest. Seda eriti diferentseerumiseks valmistuvate
ES rakkude puhul. Seepérast on oluline pidevalt jilgida, et nende pluripotentsus séiluks ning

et nad ei oleks ldinud diferentseeruma.

1.1.3 Rakkude pluripotentsus

Tiivirakud voivad olla vdga erineva arengupotentsiaaliga. Suures skaalas jaotatakse nad toti-,
multi-, pluri- ja unipotentseteks. Mida rohkemateks rakkudeks on tiivirakk vOimeline
diferentseeruma, seda suurem on potentsus. Néiteks on viljastatud munarakk totipotentne, sest
ta suudab anda alusele tervele organismile, kaasa arvatud lootevilistele kudedele. Inimese
puhul on tdheldatud, et ka neljarakustaadiumis olev rakk on suuteline arenema veel
blastotsiistiks, kus eristuvad trofoblast ja sisemine rakumass ning seega on tegemist veel
totipotentse rakuga (Van de Velde jt., 2008). Pluripotentsed rakud (nii naiivsed kui ka
diferentseerumiseks valmistuvad) ei suuda enam koikideks lootevilisteks kudedeks {ildjuhul

areneda. Kiill on neil aga voime diferentseeruda koikvoimalikeks inimese rakutiitipideks.

9



Selle funktsionaalseks tOestuseks saab hiirte puhul siistida ES rakke implanteeritavasse
blastotsiisti ning vaadata, kas nad suudavad panustada kiméari erinevatesse kudedesse (Wolf
jt., 1994). Seejuures piisab kolme erineva lootelehe rakkude kontrollimisest. Nimelt toimub in
vivo sisemise rakumassi diferentseerumisel jaotumine kolmeks looteleheks (endoderm,
ektoderm ning mesoderm), millest igaiihest arenevad teatud tiiiipi koed: nditeks endodermist
kopsud ja seedekulgla, mesodermist luud ja lihased, ektodermist nahk ja narvisiisteem. Kuna
eelnevalt mainitud pluripotentsuse kontroll kiméaride abil ei ole inimese puhul médistagi
eetiline, kasutatakse metoodikat, kus hES rakud sisestatakse immuunpuudulikesse hiirtesse
ning tekkivad endo-, ekto- ja mesodermaalse péritoluga rakutiilipe sisaldavad kasvajad ehk
teratoomid nditavad algrakkude pluripotentsust (Przyborski, 2005). Siinkohal tasub é&ra
markida, et mainitud pluripotentsuse test iseloomustab samas hésti ka hES rakkudele omast
voimet moodustada kasvajaid, mis on olnud fiiheks suurimaks takistuseks tiivirakkude
rakendamisel regeneratiivses meditsiinis (Fong jt., 2010). Teise voimalusena saab hES rakke
kasvatada in vitro suspensiooni vedelkultuuris, rippuva tilga kultuurina voi metiiiltselluloosi
poolvedelas s66tmes, mille tagajarjel moodustuvad kolmemddtmelised rakuagregaadid. Need
embriionaalseteks kehadeks (embryoid body) kutsutavad moodustised hdlmavad samuti
pluripotentsete rakkude diferentseerumisel rakutiiiipe kolmest lootelehest. (Kurosawa, 2007)
Kuna funktsionaalsed toestused on aegandudvad ning limiteeritud véimalustega (niiteks ei
voimalda hinnata rakkude olekut konkreetses ajactapis), eelistatakse tihtipeale rakkude

pluripotentsust kontrollida teatud markerite olemasoluga.

1.1.4 Pluripotentsuse markerid

On mitmeid molekule, mille ekspressioon on omane ainult teatud arengupotentsiaaliga
rakkudele. Selliseid molekule, mis on pluripotentsetes rakkudes detekteeritavad, kuid mille
tootmine rakkude edasisel diferentseerumisel lakkab, kasutataksegi pluripotentsuse
markeritena. Uhtedeks sellistest on pinnaantigeenid SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60 ja TRA-1-
81 (Draper jt., 2002). Nende eeliseks on vordlemisi lihtne tuvastamise viis, kuna erinevalt
raku sees olevatest markeritest on nad detekteerimiseks kasutatavatele antikehadele hésti
ligipddsetavad. Lisaks saab nende abil iseloomustada ka elusaid kultuure. Kuigi nende
ekspressioon on pluripotentsetes rakkudes tavaliselt korge, ei pruugi nad koik olla
pluripotentsuse ja eneseuuendamise (self-renewal) véime hoidmiseks tingimata vajalikud.
Naiteks on ndhtud SSEA-3 ja SSEA-4 mahareguleerimisel, et rakud suudavad jitkuvalt
sdilitada muid pluripotentsuse markereid (Brimble jt., 2007). Seepérast kasutatakse
markeritena tihtipeale transkriptsioonifaktoreid OCT4 (octamer-binding transcription factor
4), NANOG ja SOX2, mis on iihed pdhilised tiivirakkude pluripotentsust tagavad
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regulaatormolekulid (Pei, 2008). Teadaolevaid sihtmérkgeene on neil palju, millest suur osa
kattuvad. Lisaks reguleerivad nad ka tiksteise ekspressiooni (Boyer jt., 2005). Kuna SOX2
ekspressioon on kdrge ka mitmetes neuraalse raja rakkudes (Episkopou, 2005), kasutatakse
pluripotentsuse markeritena rohkem OCT4 ja NANOG transkriptsioonifaktorit. Ka antud
magistritod eksperimentaalosas on kasutatud neid kahte markerit ja seega kirjeldatakse neid

jargnevates peatiikkides 1dhemalt.

1.1.4.1 Transkriptsioonifaktor OCT4

OCT4, tuntud ka kui POU5SF1 (POU domain, class 5, transcription factor 1) on oktameeri
siduv ja homeodomaééni sisaldav POU perekonna valk. Ta on iiks olulisemaid regulaatoreid
hES rakkude pluripotentsust ja eneseuuendamist véimaldavas vorgustikus (Boyer jt., 2005).
Pluripotentsuse tagamiseks peab OCT4 ekspressioon olema kindlas vahemikus, kuna selle
lilga madal voi korge tase viib rakkude diferentseerumisele vastavalt kas mesodermaalses ja
endodermaalses voi ainult mesodermaalses suunas (Rodriguez jt., 2007). Seega ei néita tugev
ekspressioon alati pluripotentsust. Segadust lisab ka asjaolu, et OCT4 geenilt on vdimalik
saada erinevaid transkripte. Nimelt, lisaks pluripotentsust tagavale OCT4A mRNA-le on
tuvastatud ka OCT4B ja OCT4B1 mRNA-de olemasolu. Kui OCT4B valguprodukt on hES
rakkudes madalalt ekspresseeritud, kuid monedes somaatilistes rakkudes korgelt
eskpresseeritud, siis OCT4Bl1 on hES rakkudes korgelt ekspresseeritud ning
diferentseerumisel maha reguleeritud. (Atlasi jt., 2008) Mdlema puhul on tdheldatud
peamiselt tsiitoplasmaatilist lokatsiooni ning arvatakse, et nende funktsioon on oluline stressi
vastuses (Farashahi Yazd jt., 2011). Seega on pluripotentsuse maaramisel oluline lisaks OCT4
ekspressioonitaseme hindamisele eristada ka OCT4A varianti teistest isovormidest.

1.1.4.2 Transkriptsioonifaktor NANOG

NANOG (ka NANOG1) on homeobox perekonda kuuluv transkriptsioonifaktor, mis sarnaselt
OCT4 valguga sisaldab DNA-d siduvat homeodomddni (Mitsui jt., 2003). HES rakud
diferentseeruvad NANOG mRNA mahareguleerimisel endodermaalses ja trofektodermaalses
suunas (Zaehres jt., 2005) ning iileekspressioonil primitiivse ektodermi suunas. Korge
ekspressioon voimaldab aga kasvada toiterakkude ja nende poolt konditsioneeritud s66tme
abita (Darr jt., 2006). Lisaks pluripotentsust tagavale NANOG1 geenile on inimesel
teadaolevalt 10 protsessitud pseudogeeni ning iiks tandeemne duplikaat (NANOG2).
Valguprodukti on teadaolevalt vdimalik saada NANOG1, NANOG2 ja NANOGP8
jarjestustelt. NANOG2 ja NANOGP8 geenil on ka NANOG1 kodeeriva jarjestusega koige
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suurem homoloogsus, vastavalt 97% ja 99,5% (Booth ja Holland, 2004). Seetdttu on néiteks
NANOG1 ja NANOGP8 305 aminohappe pikkustel valkudel erinevust ainult kolme
aminohappe osas (Ambady jt.,, 2010). Seega on sarnaselt OCT4 transkriptsioonifaktoriga
NANOG valgu detekteerimine ja pluripotentsuse méairamine komplekseeritud ja vajab
tehnilisi arendusi. Kiill aga lisab kindlasti usaldusvaidrsust juurde mitme markeri

detekteerimine korraga.

Kuigi hES rakkude uurimiseks ja rakumassi tootmiseks on esiteks vajalik pluripotentsuse ja
eneseuuendamise sailitamine, on regeneratiivses meditsiinis rakendamiseks vajalik ka osata
tiivirakke efektiivselt diferentseerida. Eriti oluline on jilgida, et transplanteeritavas kultuuris
ei esineks pluripotentseid rakke, kuna neile on omane kasvajate moodustamise vdime (Fong
jt., 2010). Lisaks NANOG, OCT4 ja SOX2 regulatsioonimehhanismide tundma dppimisele on
diferentseerumismehhanismide mdistmiseks oluline uurida Ka teisi olulisi regulaatormolekule.

Uhtedeks sellisteks on nditeks mikroRNA-d.

1.2 MikroRNA

MikroRNA-d (miRNA) on liithikesed, keskmiselt 22 aluspaari pikkused mittekodeerivad RNA
molekulid, mille funktsiooniks on geenide ekspressiooni reguleerimine (Ambros, 2001).
Kiipsed miRNA-d tulenevad sadade voi tuhandete nukleotiidide pikkustest primaarsetest
transkriptidest ehk pri-miRNA-dest (joonis 1). Pri-miRNA-d sisaldavad 60-120 nukleotiidi
pikkuseid RNA juuksendelastruktuure, mis ldigatakse iihekaupa raku tuumas Drosha
ribonukleaasi poolt vilja (Lee jt., 2002). Drosha stabiilset seostumist aitab teostada Pasha (ka
DGCR8) nimeline valk, mis koos Droshaga moodustavad mikroprotsessorkompleksi
(Gregory jt., 2004). Viljaldigatud juuksendelastruktuur ehk pre-miRNA transporditakse
eksportiin-5 vahendusel tsiitoplasmasse (Yi jt., 2003) ning 1digatakse Dicer ribonukleaasi
poolt kaheahelaliseks 18-25 nukleotiidi pikkuseks kiipseks miRNA-ks (Lee jt., 2003). Saadud
mMIiRNA seostub RNA indutseeritud vaigistamise kompleksi (RISC) ning juhatab selle
sihtmark-mRNA-ni (Hutvagner ja Zamore, 2002). Vastava mMRNA ekspressiooni vaigistamine
toimub Argonaut valkude vahendusel kas transkriptsiooni repressiooni, MRNA

degradatsiooni voi translatsiooni blokeerimisega (Cenik ja Zamore, 2011).
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Joonis 1. MikroRNA biogenees ja RNA-indutseeritud geeni vaigistamine. Primaarsete
mMiRNA-de transkriptsioonile miRNA geenidest jargneb Idhustumine prekursor miRNA-deks
Drosha ribonukleaasi poolt. Prekursor miRNA transporditakse eksportiini vahendusel
tsiitoplasmasse ning 1digatakse Dicer nukleaasi poolt kiipseteks miRNA dupleksiteks. Uks
mIiRNA ahelatest seondub RISC kompleksi ning vahendab RNA vaigistamist kas mRNA
lagundamisega voi translatsiooni blokeerimisega. (Joshi jt., 2011)

Esmakordselt avastati miRNA olemasolu imarussis C.elegansis (Lee jt., 1993). Pirast seda
on ilmnenud, et tegemist on vdga laialdaselt levinud regulaatormolekulidega. Ténu Kiirele
tehnika arengule ning iilegenoomsete meetodite kasutusele votmisele on andmemaht
kasvanud eksponentsiaalselt (joonis 2) ning 2013 juuni seisuga on MiRBase andmebaasi jargi
inimesel teada 1872 prekursor jérjestust, millest tehakse 2578 kiipset miRNA-d. Hiljuti
avastati aga innovaatilisi meetodeid kasutades iile tuhande uue miRNA, mis niitab, et nende
koguarv ulatub inimesel tile 3000 ja on seega palju suurem, kui varem arvati (Friedlander jt.,

2014).
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Joonis 2. MikroRNA andmete kasv. Joonisel on ndha miRBase andmebaasis olevate
jarjestuste arvu kasv (must joon) ning ,,microRNA* sona sisaldavate publikatsioonide arvu
kasv (hall joon) aastate jooksul. (Kozomara ja Griffiths-Jones, 2011)

Genoomsed uuringud on ndidanud, et igal miRNA prekursoril voib olla sadu sihtmérkgeene
(Lewis jt., 2005) ning kokku on miRNA-de poolt reguleeritud iile 60% inimese geenidest
(Friedman jt., 2009). Suure hulga erinevate geenide reguleerimist voimaldab asjaolu, et
MIRNA-d ei paardu tdielikult. On teada, et mRNA efektiivseks vaigistamiseks on tdielik
komplementaarsus vajalik vaid miRNA 5’ otsas oleva seitsme nukleotiidi pikkuse jarjestusega
(positsioonis 2-8) (Lewis jt., 2003; Wang, 2014). See on ka iiks olulisemaid erinevusi
vorreldes siRNA-dega (small interfering RNA), mis seonduvad mirklaud mRNA-ga tdieliku
komplementaarsuse alusel (Mack, 2007).

Kuigi tdnapdevaks on teada suur hulk miRNA-de jirjestusi ning nende sihtmérke, puudub
veel siigavam arusaamine nende bioloogilistest funktsioonidest (Ameres ja Zamore, 2013).
Jargnevalt on vilja toodud moningaid teadmisi mMiRNA-de funktsiooni kohta embriionaalsetes

tivirakkudes.

1.2.1 MikroRNA-d embriionaalsetes tivirakkudes

MikroRNA-de olulisuse uurimiseks on kasutatud rakke, kus kiipseid miRNA-sid ei toodeta.
Selliselt on loodud nii Drosha, Dgcr8 kui ka Dicer defitsiitseid rakke, kus miRNA-de

biogenees on teatud etappides takistatud. Tulemustest on selgunud, et nende valkude
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puudumisel ei suuda embriionaalsed tiivirakud diferentseerumise radadele timber liilituda.
(Kanellopoulou jt., 2005; Wang jt., 2007) Kui varem arvati, et Drosha, Dgcr8 ja Dicer
osalevad ainult miRNA-de protsessimisel, siis viimastel aastatel on aga selgunud, et neil
koigil on veel teisi sihtmérke, nagu néiteks erinevad mRNA-d, pikad mittekodeerivad RNA-d
(long noncoding RNA) ning viikesed tuumakese RNA-d (small nucleolar RNA) (Chong jt.,
2010; Ender jt., 2008; Macias jt., 2012). Sellegipoolest vdib tulemustest jareldada, et erinevad
viikesed RNA-d, sealhulgas miRNA-d, voiksid olla olulised embriionaalsete tiivirakkude
diferentseerumiseks vajaliku ekspressioonimustri muutmisel. Sellele viitavad ka mitmed
eksperimentaalsed tulemused. Niiteks suureneb hES rakkude diferentseerumisel miR-145
ekspressioon, mis represseerib otseste sihtmérkidena pluripotentsusfaktorid OCT4, SOX2
ning KLF4. Siinkohal tekib tagasisidestuslik regulatsioon. Nimelt seondub OCT4 omakorda
miR-145 promootorile ja represseerib selle. (Xu jt., 2009) MikroRNA-de reguleerimine
transkriptsioonifaktorite poolt tundub olevat ka levinud, kuna nii OCT4, SOX2 kui ka
NANOG puhul on tiheldatud seondumist paljude miRNA-de promootoritega. Seda nii ES
rakkudes korgelt ekspreseeritud miRNA-dega, mis reguleeritakse diferentseerumisel alla kui
ka ES rakkudes represseeritud miRNA-dega, mida ekspresseeritakse diferentseerumisel
valikuliselt teatud rakutiiiipides. (Marson jt., 2008)

Lisaks ES rakkude suunamisele erinevatele diferentseerumisradadele suudavad miRNA-d
rakke ka dediferentseerida. Naiteks on mir-302 kunstlikul ekspressioonil reprogrammeeritud
inimese karvafolliikuli rakke pluripotentseteks tiivirakkudeks (Lin jt., 2011). Kuna miRNA-
sid saab rakkudesse viia kaheahelaliste RNA-dena, on selline meetod ohutum kui viiruse voi
DNA vektori kasutamine, millega kaasneb oht liilituda genoomi (Guo jt., 2014). Seega on
potentsiaal kasutada miRNA-sid nii embriionaalsete tiivirakkude diferentseerimiseks kui ka

somaatiliste rakkude dediferentseerimiseks teraapiaks vajalike rakutiitipide suunas.

Lisaks regulatsioonimehhanismide tundmadppimisele on miRNA-de terapeutiliseks
rakendamiseks oluline leida ja vélja to6tada meetodid, mis voimaldavad miRNA-d efektiivselt
ja ohutult rakkudesse transportida. Kuigi viraalsed meetodid on efektiivsed, vdivad need
pohjustada insertsioonilist mutageneesi ning kontrollimatut geeniekspressiooni, mis voivad
omakorda pdhjustada tuumorite teket (Thomas jt., 2003). Seepirast on suurt rohku podratud
erinevate mitteviraalsete meetodite véljatodtamisele. Néiteks on hiire embriionaalsete
tivirakkude peal edukalt rakendatud elektroporatsiooni ja liposoomidel pdhinevaid
meetodeid. Inimese embriionaalsed tiivirakud on aga palju tundlikumad ja raskemini

transfekteeritavad ning nii elektroporatsioon kui lipofektsioon on osutunud nende peal
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ebaefektiiseks, toksiliseks ning elulemust vihendavaks (Cao jt., 2010). Uheks vordlemisi
efektiivseks, mittetoksiliseks ja ohutuks meetodiks peetakse aga rakku sisenevate peptiidide
kasutamist (Heitz jt., 2009).

1.3 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSP) on liihikesed, tavaliselt 10 kuni 30 aminohappe pikkused
molekulid, mis on vdimelised labima raku plasmamembraani ning transportima

mitmesuguseid molekule raku sisemusse. Esmakordselt avastati translokeeruvate valkude
olemasolu 1988. aastal, kui néhti, et inimese immuunpuudulikkust pdhjustava viiruse (HIV-1)
transaktivatsiooni valk Tat (trans-activator of transcription) on vdimeline ldabima
rakumembraani (Frankel ja Pabo, 1988; Green ja Loewenstein, 1988). Peagi leiti iiles nii Tat
kui ka teiste plasmamembraane ldbivate valkude translokeerumist vdimaldavad domiénid,
millest loodigi esimesed rakku sisenevad peptiidid (Derossi jt., 1996; Schwarze jt., 2000;
Vives jt., 1997). Lisaks on avastatud, et selliste omadustega peptiide on voimalik saada ka nii
erinevate RSP-de osi kombineerides (Pooga jt., 1998; Soomets jt., 2000) kui ka tdiesti uusi
jarjestusi siinteesides (Tezgel jt., 2011). Uute jérjestuste disainimist ning olemasolevate
tdiustamist aitasid esiteks RSP-de vordlemisel leitud sarnasused. Niiteks tdheldati, et suur
hulk RSP-de aminohappeid on positiivselt laetud, ning rakkudesse sisenemise efektiivsust
suurendab just arginiinide lisamine peptiidide jéarjestusse (Mitchell jt., 2000). Lisaks on leitud,
et efektiivsusele avaldab mdju erinevate sekundaarstruktuuride olemasolu (Oehlke jt., 1998),
mittestandardsete aminohapete lisamine (Farrera-Sinfreu jt., 2005) ning mitmed muud

modifikatsioonid (Copolovici jt., 2014).

1.3.1 Lastmolekulide sidumine rakku sisenevate peptiididega

Lastmolekulide sidumine rakku sisenevate peptiididega toimub kas kovalentselt voi
mittekovalentselt. Kovalentset seondumist ldbi disulfiid- ning amiidsidemete kasutatakse
neutraalsete lastmolekulide nagu morfoliino oligomeeride (PMO) ning peptiidsete
nukleiinhapete  (PNA) sidumiseks.  Mittekovalentsed kompleksid  moodustatakse
elektrostaatiliste ning hiidrofoobsete interaktsioonidega positiivselt laetud RSP-de ja
negatiivselt laetud molekulide, nditeks nukleiinhapete (siRNA, miRNA, pDNA) vahel
(Copolovici jt., 2014).
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1.3.2 Komplekside sisenemine rakkudesse

Rakkudesse sisenemine pérast komplekside interakstiooni rakumembraaniga v3ib toimuda nii
endotsiitoosi teel kui ka 1dbi plasmamembraani otseselt translokeerudes (Guterstam jt., 2009).
Sisenemisviisi mojutavad mitmed faktorid nagu nditeks peptiidide jarjestus, membraanide
koostis, lastmolekulide suurus, RSP-de kontsentratsioon (Jiao jt., 2009; Walrant jt., 2012).
Lisaks efektiivsele sisenemisele peab bioloogilise efekti esilekutsumiseks toimuma ka
endosomaalsetest vesiikulitest vabanemine (endotsiitoosi korral) ning peptiidide ja
lastmolekulide eraldumine iiksteisest tsiitosoolis, mida on peptiidide jirjestust modifitseerides
voimalik veelgi parandada. Seega mojutavad RSP-de ja lastmolekulide vaheliste komplekside
sisenemist ning transporditud molekuli joudmist sihtmérgini vdga paljud faktorid. See on
teinud erinevate katsete vdordlemine keerukaks ning tekitanud ka palju vastuolusid.
(Copolovici jt., 2014)

1.3.3 RSP-de rakendusvéimalused miRNA tranpordiks hES rakkudesse

Teadaolevalt pole seni avaldatud iihtegi t66d, kus miRNA transportimiseks inimese voi hiire
embriionaalsetesse tlivirakkudesse oleks kasutatud rakku sisenevaid peptiidide. Peptiididega
on miRNA-d viidud aga niiteks inimese mesenhiimaalsetesse tiivirakkudesse
(arengupotentsiaalilt multipotentsed). Nimelt kasutati LMWP peptiidi  miR-29b
transportimiseks ja selle tulemusel diferentseerusid mesenhiimaalsed tiivirakud
osteoblastilises suunas. (Suh jt., 2013) Inimese embriionaalsetesse tiivirakkudesse on
peptiididega suudetud viia aga niditeks miRNA-ga omadustelt sarnast oligonukleotiidi,
siRNA-d (Wang jt., 2010). Selleks kombineeriti transduktsioonidomién ja kaheahelalist
RNA-d siduv doméén. Kasutatud siRNA abil suudeti terves rakupopulatsioonis viahendada nii
NANOG kui ka OCT4 mRNA taset, ilma et meetod ise oleks pluripotentsust mdjutanud.
(Eguchi jt., 2009) Rakku sisenevate peptiidide abil on viidud hES rakkudesse ka mitmeid
valke. Niiteks on suudetud TAT peptiidiga viia hES rakkudesse pankrease arengus olulist
transkriptsioonifakotrit PDX1 (Pancreatic and duodenal homeobox), mis sisenemise jargselt
aktiveeris sihtmidrkgeenid ja indutseeris insuliini tootmist (Kwon jt., 2005). PDX1
transkriptsioonifaktorist on loodud ka rekombinantne transduktsioonidoméiini sisaldav valk,
mis suudab iseseisvalt rakkudesse siseneda ja samuti insuliini tootmist indutseerida (Liang jt.,
2013). Seega on rakku sisenevaid peptiide juba mitmeti rakendatud ning edukat miRNA
transporti hES rakkudesse voiks voimaldada nii monigi juba kasutusel olev peptiid. Jargnevalt

ongi kirjeldatud kolme juba laialdaselt kasutuses olevat rakku sisenevat peptiidi, CADY,
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PepFect6, PepFect14 (joonis 3), mida kasutati antud magistrito6 eksperimentaalosas miRNA -

de transpordiks inimese embriionaalsetesse tiivirakkudesse.

CADY atsetitill-GLWRALWRLLRSLWRLLWRA-tsiisteamiid
ppTG1 GLFKALLKLLKSLWKLLLKA-NH,

PepFect6 stearitiil-AGYLLGKTINLKALAALAKKIL-NH,

TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,

PepFectl4 steariiil-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH,
Steariiiil-TP10 | stearitil-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,

+ PepFect6

korvalahelad @ /Q N\
o @K K e

|
M‘\AGYLLGKINLKALAALAKKIL -NH, Y

Joonis 3. CADY, PepFect6 ja PepFectl4 rakku sisenevad peptiidid ning nende eelkiiad.
Joonisel on toodud rakku sisenevate peptiidide, CADY, PepFect6, PepFectl4 ja nende
eelkdiate ppTG1, TP10, Steariiiil-TP10 jarjestused. Ndidatud on ka PepFect6 korvalahelad.
QN - klorokviin. (Ezzat jt., 2011; Helmfors, 2012; Rittner jt., 2002)

\ /
7

1.3.4 CADY

CADY on 20 aminohappe pikkune rakku sisenev peptiid, mis on loodud ppTG1 peptiidi
pdhjal (joonis3) (Crombez jt., 2009). Kui ppTG1l on efektiivne plasmiidse DNA
tranportimiseks (Rittner jt., 2002), siis CADY disainimise eesmargiks oli suurendada siRNA
transpordivoimalusi. Spetsiifiliseks seondumiseks viikeste nukleiinhapetega ning peptiidi ja
siRNA vaheliste sidemete stabiliseerimiseks asendati mitmed aminohapped aromaatsete
triiptofaani ja katioonsete arginiini jadkidega. Selle tulemusena suudab CADY transportida
SIRNA-d lisaks tavalistele rakuliinidele ka primaarsetesse ja suspensioonina kasvavatesse
rakudesse. Sisenemise mehhanismi uurides leiti, et endosomaalsete radade inhibiitorid ei
peatanud komplekside rakkudesse sisenemist. (Crombez jt., 2009) Peatselt pakuti vilja, et
tainu CADY vdimele interatkeeruda membraanisiseste fosfolipiididega, sisenevad selle

kompleksid pohiliselt otsese translokatsiooni teel (Konate jt., 2010; Rydstrém jt., 2011).
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Kuna CADY ei ole toksiline ning suudab vagistada sihtmirke véikestes kontsentratsioonides,
tootab antud peptiid olla sobilik ka terapeutilistel eesmirkidel. (Crombez jt., 2009)
Rakendatud on seda ka siRNA transpordiks hiire embriionaalsetesse tiivirakkudesse

(Deshayes ja Divita, 2013).

1.3.5 PepFect6

PepFect6 on TP10 (Transportaanl0) pdohjal loodud peptiid, mis on sarnaselt CADY-le
mdeldud siRNA transportimiseks. Selle disainimisel sooviti lahendada kahte TP10 puhul
esinenud probleemi: komplekside ebastabiilsus seerumiga keskkonnas ning kinnijddmine
rakkude endosoomidesse (Andaloussi jt., 2011). Esimesele probleemile leiti lahendus
steartililrihma lisamisega, millel on ka eelnevalt ndhtud akvtiivsust ja stabiilsust suurendavat
moju (Mie jt., 2009). Tanu sellele modifikatsioonile ei agregeeru vees moodustunud
PepFect6 ja SiRNA kompleksid seerumi juuresolekul ja seega on osakeste suurused
sobivamad kasutamaks neid in vivo tingimustes (Andaloussi jt., 2011). Teise probleemi
lahendamiseks on PepFect6 peptiidile korvalahelana juurde lisatud prootoneid liitvad
klorokviini analoogid, mis pH-d puhverdades suurendavad osmootset rohku kuni vesiikulite
Iohkumiseni ja ainete vabanemiseni (Cheng jt., 2006). PepFect6 segamisel siRNA-ga on
ndhtud, et kompleksid tekivad minutite jooksul ning sdilivad stabiilsena nédalaid. PepFect6
voimaldab viia siRNA-d rakupopulatsioonidesse rakkude konfluentsusest séltumata ning ilma
mérgatavate toksiliste mojutusteta. Lisaks vdimaldab PepFect6 viia siRNA-d edukalt ka hiire
embriionaalsetesse tiivirakkudesse, ilma et meetod iseenesest pluripotentsust mojutaks

(Andaloussi jt., 2011).

1.3.6 PepFectl4

PepFectl4 on steariiiil-TP10 pohjal loodud petpiid, mis oli algselt mdeldud splaissingut
korrigeerivate oligonukleotiidide (SCO-de) transportimiseks (Ezzat jt., 2011), kuid hilisemalt
on kasutatud ka nditeks SIRNA transportimiseks (Ezzat jt., 2012). PepFectl4 peptiidil on
vorreldes eelkdija jéarjestusega vahetatud mitmed liisiinid ornitiinidega, mis vodimaldavad
tugevamaid sidemeid nukleiinhapetega ning seeldbi stabiilsemaid komplekse viiksemate
laengute vahekorra puhul (Ramsay ja Gumbleton, 2002). Kuna ornitiin on mittestandardne
aminohape, on see ka vidhem aldis lagundamisele seerumi proteaaside poolt. PF14 ja SCO
komplekse on suudetud viia ka tahkesse vormi, mis on kuid stabiilsed. See tehniline edusamm
suurendab RSP-del pohinevate ravimite rakendamis- ning manustamisvéimalusi. Huvitav on

see, et klorokviini lisamine transfekteerimissegusse ei suurendanud komplekside sisenemist,
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kuid sellegipoolest paranes funktsionaalne efektiivsus. Kuna efektiivsus paranes tinu
suurenenud endosoomidest vabanemisele, viitab see endotsiitoossete vesiikulite osalemisele
komplekside sisenemisel. Sellist transporti kinnitab ka vdhenenud funktsionaalne efektiivsus
4°C juures (madal temperatuur inhibeerib energiast-soltuvat sisenemist, nagu seda on
endotsiitoos). PepFectl4 on vdimeline transfekteerima peaaegu 100% rakupopulatsioonist
ning vorreldes LF2000 (Lipofectamine 2000) liposoomi metoodika kasutamisega, ei sdltu
transfektsiooni efektiivsus nii palju rakkude konfluentsusest, mojutab viahe rakkude elulemust
ning on mirgatavalt vihem toksiline. Need omadused on olulised rakendamisel in vivo

tingimustes. (Ezzat jt., 2011)

Kirjanduses toodud faktide pdhjal voib kokkuvotlikult oelda, et CADY, PepFect6 ja
PepFectl4 puhul on tegemist suhteliselt efektiivsete, vdhetoksiliste, siRNA-de transporti
voimaldavate peptiididega. Nende sobilikkust miRNA-de transpordiks inimese

embriionaalsetesse tiivirakkudesse nididatakse aga esmakordselt antud t66 eksperimentaalosas.
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2. EKSPERIMENTAALQOSA

2.1. Too eesmirgid

Antud magistritod eksperimentaalosa eesmargiks oli vilja selgitada, milline rakku
sisenevatest peptiididest, CADY, PepFect6 vodi PepFectl4, on kdige sobilikum mikroRNA
transportija inimese embriionaalsetesse tiivirakkudesse. Seejuures peeti oluliseks, et meetod
oleks korge transfektsiooniefektiivsusega ning hES rakkude elulemust ja pluripotentsust

voimalikult vihe mojutav.

2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Rakkude kasvatamine koekultuuris

To6s kasutati inimese embriionaalsete tiivirakkude liini H9 (WAO09) (XX kariiotiiiip; WiCell
Research Institute, National Stem Cell Bank, USA). Rakke kasvatati 5% siisinikdioksiidi ja
veeauruga kiillastatud inkubaatoris, mille temperatuuri hoiti 37 °C juures. Kasvupinnana
kasutati Matrigeliga (BD Matrigel hESC-qualified, BD Biosciences, USA) kaetud 6-kannulisi
(kannu kasvupindala 9,6 cm?) koekultuuri plaate (Greiner Bio-One, Austria). Rakkude
kasvatamiseks kasutati defineeritud koostisega mTeSR1 s6odet (STEMCELL Technologies,
USA), mida vahetati iga 24 tunni jarel. Rakke passeeriti iga 3-4 pédeva jarel mehaaniliselt,
kasutades kolooniate tiikeldamiseks ja eemaldamiseks mikropipeti otsikut (mahutavusega 200
ul). Toos kasutatud rakkude passaazi numbrid jdid vahemikku 44-63. Rakkude igapdevase

kasvatamisega tegeles Tartu Ulikooli rakubioloogia dppetooli laborant.

2.2.2. Rakkude passeerimine transfekteerimiseks

Uks piev enne transfekteerimist passeeriti rakke nii mehaaniliselt koloonia tiikkidena
(eelnevalt kirjeldatud) kui ka EDTA-ga iiksikrakulisena (joonis 4). Uksikrakususpensiooni
saamiseks pesti rakke koigepealt PBS-iga ning seejirel inkubeeriti 0,5 mM EDTA/PBS
lahusega 20 min 37 °C juures. Rakkude plaadilt eemaldamiseks ja suspendeerimiseks kasutati
1 ml mahuga mikropipetti (Gilson, USA) (suspendeeriti keskmiselt 10 korda). Rakud koguti
kokku ning tsentrifuugiti 5 min 200 g juures toatemperatuuril (4K15C, Sigma, Saksamaa).
Supernatant aspireeriti ning rakud suspendeeriti mTeSR1 s66tmes. Rakkude lugemiseks
kasutati hemotsiitomeetri kambrit (Marienfeld, Saksamaa). Tiivirakud passeeriti kas
4-kannulistele (kasvupindala 1,4 cm?) plaatidele (Becton, Dickinson and Company; USA) vdi
24-kannulistele (kasvupindala 1,9 cm?) plaatidele (Greiner Bio-One, Austria). Enne rakkude

lisamist asetati kannudesse tmmargune Kkatteklaas (diameetriga 12 mm) (Marienfeld,
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Saksamaa), mis kaeti Matrigeliga. Uksikrakulise passeerimise puhul lisati iga kannu kohta
44 000 rakku. Koloonia tiikkidena passeerimise puhul lisati iga kannu kohta umbes kaks
korda rohkem rakke. Tiivirakkude elulemuse suurendamiseks lisati s66tmesse ROCK
inhibiitorit Y-27632 (Tocris Bioscience, UK) 10 mM Ioppkontsentratsiooniga. ROCK
inhibiitoriga s66de jdi rakkudele kuni jargmise s66tme vahetuseni (umbes 24-ks tunniks).
Uksirakulise passeerimise ja ROCK inhibiitori kasutamise metoodika optimeerimist on

kirjeldatud antud t66 autori bakalaureusetoos (Kasuk, 2011).

2.2.3 Kasutatud miRNA, rakku sisenevad peptiidid, antikehad.

Antud t66s kasutati Dy547 mairgisega mimikeerivat (pohineb C. elegans’i cel-miR-67
jarjestusel) kontroll-miRNA-d (Thermo Fisher Scientific, USA), mida transporditi rakku
kolme erineva rakku siseneva peptiidiga: PepFect6, Pepfectl4, CADY. Antud peptiidid on
saadud Kent Langeli kédest. Tiivirakkude pluripotentsuse kontrollimiseks kasutati inimese
OCTA4A vastast hiire monoklonaalset antikeha sc-5279 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
ning inimese NANOG vastast kiiiiliku poliiklonaalset antikeha sc-33759 (Santa Cruz
Biotechnology, USA). Eelmainitud primaarseid antikehi lisati rakkudele lahjendusega 1:50.
Sekundaarseteks antikehadeks olid hiire immunoglobuliinide vastane kitse poliiklonaalne
antikeha, mis oli seotud Alexa Fluor 647-ga (A21237, Invitrogen, USA) ning kiiiiliku
immunoglobuliinide vastane kana poliiklonaalne antikeha, mis oli seotud Alexa Fluor 488-ga
(A21441, Invitrogen, USA). Sekundaarseid antikehi lisati lahjendusega 1:500.

2.2.4 Komplekside moodustamine ja lisamine rakkudele

Rakku sisenevate peptiidide ja miRNA kompleksidel lasti moodustuda MQ vees (mahus 50 pl
proovi kohta) 1 tunni jooksul toatemperatuuril. Seejdrel lisati soddet ruumalani 500 pl proovi
kohta ning moodustunud kompleksid kanti koos sodtmega rakkudele (surnud rakkudest
vabanemiseks pesti kanne eelnevalt s66tmega). MikroRNA 16ppkontsentratsioon oli 0,03 pM.
Peptiidide 16ppkontsentratsioon oli PepFect6 puhul 0,853 uM ning PepFectl4 ja CADY
puhul 0,512 uM. Komplekse sisaldavat s6ddet hoiti rakkudel 24 tundi.

2.2.5 Immunotsiitokeemia ja immunofluorestsents-mikroskoopia

Fluorestsentsmikroskoopia abil analiiiisiti rakke, mis olid fikseeritud 24 ja 48 tundi pérast
transfekteerimist (joonis 4). Esiteks vahetati rakkudel s66de ning kannudest tehti Nikon
SMZ800 valgusmikroskoobi abil (2x ja 6,3x objektiiviga) Nikon DS-Fil kaameraga pilti

(Nikon Corporation, Jaapan). Jargneva t66 jooksul hoiti rakke toatemperatuuril ning hdmaras.
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Rakke pesti t66tluste vahel 3 korda PBS-iga (v.a enne fikseerimist ning enne primaarsete
antikehadega inkubeerimist, kui pesti iihe korra). Reagendid lahjendati PBS-is (v.a primaarsed
antikehad, mis lahjendati 4% NGS/PBS lahuses). Rakud fikseeriti 4% paraformaldehiiiidiga
12 minutit, permeabiliseeriti 0,2% Triton X-100-ga 10 minutit ning blokeeriti 4% NGS-ga 60
minutit. Parast blokeerimist inkubeeriti rakke 60 minutit primaarsete antikehadega ning 30
minutit sekundaarsete antikehadega. Rakutuumade visualiseerimiseks inkubeeriti rakke 10
minutit DAPI lahuses 16ppkontsentratsiooniga 0,5 pl /ml (Sigma-Aldrich, lisrael). Rakkudega
katteklaas sulundati alusklaasile 30% gliitserooliga. Preparaatide vaatamiseks kasutati kahte
erinevat  fluorestsentsmikroskoopi:  IX81  (Olympus Corporation, Jaapan) ning
konfokaalmikroskoop Olympus FluoView FV1000 (Olympus Corporation, Jaapan). Piltide
tootlemiseks kasutati programmi Imaris 7.6.5 (Bitplane, Sveits). Fluorestsmikroskoopiat

kasutati  rakkude  analiiisimiseks 24 ja 48 tundi  pérasttransfekteerimist.

Antud eksperimentaalosa pdhineb iihel eelkatsel (ilma  pluripotentsusmarkerite
kontrollimiseta) ning kahel pdhikatsel. Seega on koiki proove korratud vihemalt kaks korda,

v.a kolooniatena passeerimine ROCK inhibiitorita, mida on tehtud iihel korral.

0. piiev cad) <« passeerimine koloonia tiikkidena (Ri-, Ri+) voi liksikrakuliselt (Ri+)
A

L. piev <<"s <« miRNA transfekteerimine rakku sisenevate peptiididega
y

2. piiev

—> IF analiiiis 24 h piirast transfekteerimist

)
oo ®Oa
o® e

3.piev <2555 — [F analiiiis 48 h piirast transfekteerimist

Joonis 4. Katse skeem. Rakke passeeriti transfekteerimiseks nii kolooniatena (ROCK
inhibiitorita (Ri-) ja ROCK inhibiitoriga(Ri+)) kui ka iiksikrakuliselt (ainult ROCK
inhibiitoriga). Uks piev pirast passeerimist lisati rakkudele miRNA ja rakku sisenevate
peptiidide kompleksid. Pluripotentsusmarkerite ekspressiooni ja transfektsiooni efektiivsust
analtitisiti immunofluorestsents-mikroskoopia abil 24 ja 48 tundi parast transfekteerimist.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Tiivirakkude passeerimise meetodid

Inimese embriionaalseid tiivirakke passeeritakse iihelt kasvuplaadilt jargmisele tavaliselt
mehaaniliselt koloonia tiikkidena, kuna iiksikrakuliseks tegemisel nende elulemus vidheneb
margatavalt (Ellerstrom jt., 2010) ning seda eriti triipsiini kasutamisel (Bajpai jt., 2008).
Koloonia tiikkidena passeerides moodustavad aga hES rakud suuri kolooniaid, milles on
rakud tihedalt koos ning kaetud hES rakkude endi poolt toodetud ekstratsellulaarse
maatriksiga. See vOib aga takistada rakku sisenevate peptiidide ja miRNA komplekside
juurdepdidsu koloonia sees olevatesse rakkudesse. Uksikrakulise passeerimise puhul on
rakkude elulemuse suurendamiseks voimalik kasutada ROCK inhibiitorit, mis suurendab
rakkude vahelisi interaktsioone, voimaldades neil paremini agregeeruda. Lisaks takistab ka
antud reagendiga tootlus ekstratsellulaarseid signaale, mis indutseeriksid rakkude
dissotsiatsioonil apoptoosi. (Krawetz jt., 2009) Seega otsustati sobiva meetodi leidmiseks
kasutada vordlusena nii passeerimist koloonia tiikkidena (ROCK inhibiitorita ja ROCK
inhibiitoriga) kui ka iiksikrakuliselt (ainult ROCK inhibiitoriga) (joonis 5). Varreldes
erinevalt passeeritud rakke iiks pdev pdrast passeerimist, on ndha, et koloonia tiikkkidena ja
ROCK inhibiitorita (tavaline meetod) passeeritud rakud on tihedalt koos ning koloonias
iksteisest mitte eristatavad (joonis SA). Seevastu on ROCK inhibiitori mojul rakud koloonias
horedalt ning iiksteisest eristatavad (joonis 5B). Vordlusest on ka ndha, et kui koloonia
tilkkidena passeerides moodustavad rakud suuremaid kolooniaid (joonis 5A ja 5B), siis
iiksikrakuliselt passeerides on rakud viiksemates kogumites (joonis 5C). Uksikrakulist
passeerimist ilma ROCK inhibiitorita ei tehtud, kuna rakkude elulemus oleks sel juhul liiga
madal (Kasuk, 2011).
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Joonis 5. Passeerimise meetodid. Joonisel on ndha rakukolooniad esimesel pédeval parast
passeerimist. (A) Passeerimine koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitorita. Rakud on tihedalt
koos ning pole koloonias eristatavad. (B) Passeerimine koloonia tiikkidena ja ROCK
inhibiitoriga. Rakud on koloonias horedalt ning iiksteisest eristatavad. (C) Passeerimine
tiksikrakuliselt ja ROCK inhibiitoriga. Rakud on viiksemates kogumites.
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2.3.2 Transfekteerimiskomplekside méju rakkude elulemusele

MikroRNA ja vastavate rakku sisenevate peptiidide komplekside m&ju hindamiseks rakkude
elulemusele vaadeldi rakke valgusmikroskoobiga. Vaadates rakkude hulka plaadil vahetult
enne ning 24 tundi parast komplekside lisamist (lisa 2) ning vorreldes neid transfekteerimata
rakkudega (lisa 1), on ndha, et PF14 on md&junud rakkudele toksiliselt ning rakkude arv
plaadil on mirgatavalt vahenenud. Sellist efekti oli ndha kdigi kolme passeerimise meetodi
puhul (lisa 2D, 3D ja 4D). Moningast rakkude vidhenemist oli méargata ka PF6 puhul (lisa 3B
ja 4B). On voimalik, et seda vdis pdhjustada ROCK inhibiitori t66tlus, kuna tavalisel
passeerimisel mojutusi rakkude elulemusele mérgata ei olnud (lisa 2B). Antud mdju oli sel

juhul aga siiski kaudne, kuna enne rakkude transfekteerimist pesti ROCK inhibiitor vélja.

Varieeruvust esines iiksikrakulisel passeerimisel erinevate katsete vahel. Nimelt oli esimesel
pohikatsel PF6 kasutamisel ainult vihene rakkude kadu (lisa 5B) ning PF14 kasutamisel suur
rakkude kadu (lisa 5D). Vastupidiselt oli teisel pohikatsel PF6 kasutamisel ndha palju plaadilt
lahti lasknud ja surnuid rakke (lisa 4B ja 6), samas kui PF14 puhul oli méirgata ka mdningast
elulemust (lisa 4D ja 7). Sellised tulemused vdivad osaliselt olla tingitud katsete algmaterjali
erinevusest. Nimelt oli kasutatud rakkude passaazi arv esimesel katsel 47 ning teisel katsel 63
ja seega voisid rakud olla kauaaegsemal kasvatamisel tundlikumaks ldinud. Sellegi poolest ei
olnud CADY kasutamisel méirgata toksilist moju iihegi passeerimismeetodiga (lisa 2F, 3F,
4F). Kokkuvdtvalt voib valgusmikroskoobi piltide pohjal jareldada, et PF14 pole hES rakkude
peal kasutatav, PF6 v0ib moningal médral mdjuda toksiliselt ning kdige vihem mojutab
elulemust CADY. Seega uuriti edasiselt rakke, mille puhul oli miRNA transportimiseks
kasutatud PF6 ja CADY peptiidi.

2.3.3 Transfekteerimiskomplekside méju rakkude pluripotentsusele

Kontrollimaks, kas rakud sdilitavad miRNA ja peptiidide komplekside (PF6, CADY)
lisamisel pluripotentsuse, hinnati OCT4 ja NANOG transkriptsioonifaktorite olemasolu
fluorestsentsmikroskoobi abil. VVaadates esmalt transfekteerimata rakke (joonis 6), on niha, et
normaalses tiivirakupopulatsioonis esineb ka heterogeenseid rakke, kus OCT4 ja NANOG
markerite ekspressiooni tase on monevorra erinev. Samas voivad varvumiste intensiivsused
soltuda teatud madral ka tuuma suurusest rakkudes ning antikehade seondumise hulgast ja
efektiivsusest. Sellegipoolest eristuvad pluripotentsed ja monevorra heterogeensed rakud
selgelt diferentseerunud rakkudest (joonis 7), kus nii OCT4 kui ka NANOG (mdnevdrra

hilinemisega) ekspressioon on alla reguleeritud. Kuna joonisel 7 on kollasena ndhtav miRNA
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nii pluripotentsete kui ka diferentseerunud rakkude ldhedal, on tdendoline, et
diferentseerumine ei olnud pohjustatud miRNA transpordist. Rakkude pluripotensuse
hindamisel tuleb ka tdhele panna, et mitoosi faasis on transkriptsioonifaktorid OCT4 ja
NANOG DNA kiiljest eemaldunud ning paigutuvad tsiitoplasmas (joonis 6D, 12) ja seega on
nende markerite intensiivsus paljunevate rakkude puhul hajutatud.

B NANOG

+ NANOG +
e n W

Joonis 6. Pluripotentsusmarkerite ekspressioon transfekteerimata rakkudes. (A) DNA
(DAPI) on nidha sinisena, (B) NANOG on néha rohelisena, (C) OCT4 on niha punasena. (D)
OCT4 ja NANOG transkriptsioonifaktorid on seotud DNA-ga ja seega piltide liitmisel
tilekattuvad ning nihtavad valgena. Heterogeensus koloonias on nidhtav rakkude lilla (sinise ja
punase llekattumisel) voi tsiiaano (sinise ja rohelise iilekattumisel) vérvitooniga. DNA on
néahtav sinisena ka rakkudes, mis on mitoosi faasis, kus DNA on kondenseerunud ning OCT4
ja NANOG asuvad tsiitoplasmas. Piltide tegemiseks on kasutatud 1X81
fluorestsentsmikroskoopi.
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B NANOG

Joonis 7. Spontaanselt diferentseerunud rakud. Joonisel on PF6 abil transfekteeritud ning
tiksikrakuliselt ja ROCK inhibiitoriga passeeritud rakkude koloonia, millest suur osa on
lainud diferentseeruma. (A) DNA (DAPI) on nihtav sinisena, (B) NANOG on nihtav
rohelisena, (C) OCT4 on ndhtav punasena, (D) DAPI, NANOG ja OCT4 iilekattuv pilt, kus
on nidha ka miIRNA (kollasena). DNA, OCT4 ja NANOG kattumisel on tuumad nihtavad
valgena ning antud rakud on seega pluripotentsed. Sinisena on néhtavad diferentseerunud
rakud. Kollasena ndhtav miRNA on nii pluripotentsete kui ka diferentseerunud rakkude
lahedal ja seega ei ole diferentseerumine pohjustatud miRNA transpordist. Piltide tegemiseks
on kasutatud 1X81 fluorestsentsmikroskoopi.

Hinnates rakku sisenevate peptiidide ja inimeses funktsiooni mitte omava miRNA moju hES
rakkude pluripotentsustele, on ndha, et nii PF6 kui ka CADY peptiidide kasutamisel on rakud
sdilitanud oma pluripotentsuse ja seda kdigi kolme passeerimismeetodiga (joonis 8). Lisaks
on pluripotentsusmarkerite ekspressioon kdrgel tasemel ka 48 tundi pérast transfekteerimist
(Joonis 9), mis nditab, et diferentseerumise indutseerimist ei ole toimunud. Antud jooniselt on
ka niha, et miRNA hulk rakkudes on 48ndaks tunniks mirgatavalt vihenenud. See vdib olla
tingitud tiivirakkude kiirest paljunemisest voi ka miRNA eksotsiitoosist. Kuna tavaline
fluorestsentsmikroskoop ei voimalda tdpselt ndha, kas kompleksid on sisenenud rakku voi

kinnitunud membraanile, kasutati selleks jargnevalt konfokaalmikroskoopiat.
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Joonis 8. Pluripotentsusmarkerite detekteerimine transfekteeritud rakkudes. Joonisel on
detekteeritud DAPI, NANOG, OCT4 ja miRNA rakkudes, mille transfekteerimiseks miRNA-
ga kasutati kas PF6 peptiidi (A, C, E) vdi CADY peptiidi (B, D, F). (A, B) Koloonia
tikkidena ja ROCK inhibiitorita passeeritud rakud. (C, D) Koloonia tiikkidena ja ROCK
inhibiitoriga passeeritud rakud. (E, F) Uksikrakuliselt ja ROCK inhibiitoriga passeeritud
rakud. Rakud on valdavalt pluripotentsed (valgena) kuid on ndha ka heterogeense
ekspressiooniga (lilla ja tsiiaano vérvitooniga) rakke. Intensiivse sinisega on ndha mitoosis
olevate rakkude kondenseerunud DNA. Piltide tegemiseks on kasutatud 1X81
fluorestsentsmikroskoopi.
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Joonis 9. Pluripotentsusmarkerite ekspressioon 24 ja 48 tundi pirast transfekteerimist.
Joonisel on ndha DAPI, NANOG, OCT4 ja miRNA detektsiooni koloonia tiikkidena ja
ROCK inhibiitoriga passeeritud rakkudes, mille transfekteerimiseks miRNA-ga oli kasutatud
kas PF6 (A, C) voi CADY (B, D) peptiidi. Rakud on valdavalt pluripotentsed (valgena) voi
heterogeense ekspressiooniga (lilla ja tsiiaano vérvitooniga). Intensiivse sinisega on niha
mitoosis olevate rakkude kondenseerunud DNA. Piltidelt on néha, et pluripotentsusmarkerite
ekspressioon on piisinud ka 48 tundi parast transfekteerimist. Piltide tegemiseks on kasutatud
IX81 fluorestsentsmikroskoopi.

2.3.4 MikroRNA transpordi efektiivsus PF6 ja CADY peptiidiga

Transfektsiooni efektiivsust hinnati konfokaalmikroskoobiga. Antud meetod vdimaldab niha
kujutisi kindlal tasapinnal ja seega on miRNA-de asukohta lihtsam tuvastada. Vorreldes PF6
ja CADY efektiivsust miRNA-de transportimisel, on nidha, et CADY kasutamisel on miRNA-
d rakkude timbruses mérgatavalt rohkem ning seda kdigi kolme passeerimismeetodi puhul
(joonis 10). Selle tulemuse pdhjal ei saa aga vilistada PF6 sobilikkust, kuna funktsionaalse
miRNA katse korral ei pruugi nii suur transporditud miRNA kogus olla vajalik vdi isegi
kasulik. Nimelt konkureerib liigne rakkudesse transporditud miRNA endogeense miRNA-ga
RISC kompleksi seondumisel, mis v3ib kaasa tuua mittesihtmérgiparaseid efekte (Nagata jt.,
2013). Seega on voimalik, et teatud funktsiooni tdimiseks voiks piisata PF6 poolt
transporditud miRNA
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Joonis 10. Transfektsiooni efektiivsuse hindamine konfokaalmikroskoobiga. Joonisel on
DAPI, OCT4 ja miRNA detektsiooni pildid rakkudest, mille transfekteerimiseks miRNA-ga
oli kasutatud kas PF6 (A, C, E) voi CADY peptiidi (B, D, F). (A, B) Koloonia tiikkidena ja
ROCK inhibiitorita passeeritud rakud. (C, D) Koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitoriga
passeeritud rakud. (E, F) Uksikrakuliselt ja ROCK inhibiitoriga passeeritud rakud. Piltide
vordlusena on ndha, et CADY proovide puhul on miRNA-d rakkude timbruses mérgatavalt
rohkem ning seda kdigi kolme passeerimise meetodi puhul. PF6 kasutamisel paikneb miRNA
pOhiliselt koloonia &értes. Piltide tegemiseks on kasutatud FVV1000 konfokaalmikroskoopi.
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kogusest. Kiill aga on ndha, et kui koloonia tiikkidena passeerimisel pddseb CADY peptiidiga
miRNA enamasti koikide koloonia rakkude ldhedale, paikneb miRNA PF6 kasutamisel
pohiliselt koloonia ddrtes. Seega tuleks transfekteerimisefektiivsust arvestades PF6
kasutamisel passeerida rakke iiksikrakuliselt. Nagu valgusmikroskoobi piltidelt aga selgus, ei
pruugi see meetod rakkude elulemust arvestades PF6 puhul alati sobida. CADY kasutamiseks
sobib aga nii koloonia tiikkidena (joonis 10B ja 10D) kui ka {iiksikrakuline passeerimine
(joonis 10F) ning nii ROCK inhibiitori kasutamine (joonis 10D) kui ka mitte kasutamine
(joonis 10B) Sellisel juhul on koloonia tiikkidena passeerimisel mdistlik kasutada pigem
ROCK inhibiitorita passeerimist.

Eelnevad tulemused niitavad, et kasutatud peptiidide poolt moodustatud kompleksid erinevad
tiksteisest markimisvairselt. Seda iseloomustab hdsti ka joonis 11, mis annab iilevaate
komplekside seondumisest rakkude kasvupinnale. Nimelt on fluorestsentsmikroskoobiga
tehtud ja kunstlikult iilecksponeeritud piltidel ndha, et moningal médral kinnituvad
kompleksid matrigeliga kaetud plaadile. Seejuures on erinevus PF6 ja CADY poolt
moodustatud mustri osas: PF6 kinnitub tdppidena ning CADY pilvi meenutava struktuurina.

Kuna normaalintensiivsusel Matrigelile kinni jidnud komplekse praktiliselt niha ei ole, voib

jareldada, et suur osa kompleksidest seondub siiski pigem rakkudega.
PF6 CADY

+NANOG + + miRNA +NANOG + + miRNA

+NANOG + + miRNA

Joonis 11. Rakku sisenevate peptiidide ja miRNA komplekside kleepumine Matrigelile.
Joonisel on DAPI, NANOG, OCT4 ja miRNA detektsiooni liidetud pildid alast, kus rakke on
viaga vahe kinnitunud. (A,C) MikroRNA kompleksid PF6 peptiidiga. (B, D) MikroRNA
kompleksid CADY peptiidiga. (A, B) Tavaintensiivsus. (C, D) iileeksponeeritud signaal.
Kunstlikult iileeksponeeritud piltidel on néha, et kompleksid on kinnitunud Matrigeliga
kaetud plaadile. Seejuures on erinevus PF6 ja CADY poolt moodustatud mustri osas: PF6
kinnitub tédppidena ning CADY pilvi meenutava struktuurina.
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Kuigi miRNA padseb rakkude ldhedale, ei ole selgelt aru saada, kas see padseb rakkudesse
sisse voi kleepub rakkude pinnale. Vaadates suurendatud pilti mitoosis olevast rakust, kus
OCT4 (punasena) on detekteeritav ka tsiitoplasmas, on néha, et rakku timbritsevad kollase
piirjoonena MiRNA kompleksid (joonis 12). Seega on antud kohas miRNA néhtavasti
Kleepunud raku pinnale. Vaadates aga 3D kujutist mitoosis olevast rakust, on ndha, et
kollasena ndahtavat miRNA-d on voimalik detekteerida ka rakkudes sees (joonis 13A ja 13B).
Seega voib antud piltide pohjal jareldada, et mMIRNA padseb nii rakkudesse sisse kui ka
kleepub rakkude pinnale. Kiisimusele, kas sissepddsenud miRNA-d suudavad ka mRNA
ekspressiooni piisaval middral muuta, Saab vastata aga alles tulevaste funktsionaalsete

katsetega.

Joonis 12. Komplekside kleepumine raku pinnale. Jooniselt 10B viljaldigatud ja
suurendatud pilt mitoosis olevast rakust. DNA on nédhtav sinisena, OCT4 punasena, miRNA
kollasena. Pildil on ndha OCT4 ekspressiooni tsiitoplasmas, mida iimbritsevad kollase
piirjoonena raku pinnale kleepunud miRNA kompleksid CADY peptiidiga. Piltide tegemiseks
on kasutatud FVV1000 konfokaalmikroskoopi.
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+ MiRNA + DIC

Joonis 13. MikroRNA paiknemine rakus. 3D pildid mitoosis olevast rakust pealtvaates (A)
ja korvaltvaates (B). DNA on nidhtav sinisena, OCT4 punasena, miRNA kollasena
rakumembraan (DIC) rohelisena. Joonisel on nidha, et kollasena ndhtav miRNA on CADY
peptiidi abil rakku sisse padsenud. Piltide tegemiseks on kasutatud F\V1000
konfokaalmikroskoopi.
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KOKKUVOTE

Kasvajate tekkimise ohu viltimiseks tiivirakuteraapias on oluline leida meetodeid, kuidas
transplantatsiooniks mdeldud hES rakkude arengupotentsiaali vdhendada ning neid soovitud
rakutiiipide ~ suunas  diferentseerida.  Uheks  vdimaluseks vdiks olla  mMiRNA
regulaatormolekulide kasutamine. Nende transportimiseks rakkudesse oleks vaja aga leida
efektiivseid ja turvalisi meetodeid. Antud magistritdos uuriti rakku sisenevate peptiidide
kasutamise vOimalust ning eksperimentaalselt katsetati selleks kolme erinevat peptiidi: PF6,
PF14 ja CADY. Meetodi ohutuse ja efektiivsuse hindamiseks kasutati inimeses funktsiooni
mitte omavat fluorestseeruva mirgisega MIRNA-d. Rakkude elulemust hinnati
valgusmikroskoobi  abil  ning  pluripotentsust  ja  transfektsiooni  efektiivsust
fluorestsentsmikroskoobi abil. Rakke passeeriti transfekteerimiseks kolme erineva meetodiga:
koloonia tiikkidena ROCK inhibiitorita, koloonia tiikkidena ROCK inhibiitoriga ning
tiksikrakulisena ROCK inhibiitoriga.

Eksperimentaalse t66 tulemusena selgus, et Kkasutatud peptiidid erinesid iiksteisest
mérkimisvaarselt nii rakkude elulemuse mdjutamises kui ka miRNA transpordi efektiivsuses.
Niiteks tdheldati, et PF14 peptiidi kasutamisel oli korge toksiline mdju ja seega ei saa seda
hES rakkude peal rakendada. Monevorra vahendas rakkude elulemust ka PF6, kuid CADY
peptiidi puhul toksilisi mdjutusi ei tdheldatud. Uhtlasemad tulemused olid vaid
pluripotentsuse  kontrollimisel:  nii  PF6 kui ka CADY kasutamisel siilus
pluripotentsusmarkerite OCT4 ja NANOG eskpressioon ja seda nii 24 kui ka 48 tundi péarast
transfekteerimist. Erinevusi esines veel nende kahe peptiidi miRNA transpordi efektiivsuses.
Nimelt suutis CADY vdrreldes PF6 peptiidiga miRNA-d rohkem rakkudeni transportida.
CADY efektiivsus ei sdltunud ka passeerimistehnikast ja seega oleks selle peptiidi puhul
moistlik passeerida rakke koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitorita. PF6 puhul oli aga
mérgata mojutusi kasutatud tehnikast. Naiteks paiknes koloonia tiikkidena passeerides
mMIRNA suuresti koloonia dértes. Seega tuleks transfektsiooni efektiivsust arvestades PF6
kasutamisel passeerida rakke pigem tiksikrakuliselt. Elulemust arvestades ei pruugi see aga
olla sobiv meetod, kuna just {iksikrakulisel passeerimisel ROCK inhibiitoriga vdis tdheldada

moningast toksilist moju.

Kuigi CADY transportis miRNA-d edukalt rakkude ldhedale, on oluline ka jélgida, kas

miRNA pédseb rakkudesse sisse voi kleepub membraani pinnale. Vaadates 1ahemalt mitoosis
olevaid rakke, kus OCT4 on detekteeritav tsiitoplasmas, selgus, et miRNA péédseb arvatavasti

nii rakkudesse sisse kui ka kleepub rakkude pinnale. Seega on kasutatud kolmest peptiidist
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koige sobilikum CADY, mis suudab miRNA-d transportida hES rakkudesse, mdjutamata
seejuures nende elulemust ja pluripotentsust. Kiisimusele, kas sissepddsenud miRNA-d

suudavad ka mRNA ekspressiooni piisaval méddral muuta, saab vastata aga alles tulevaste

funktsionaalsete katsetega.
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Application of cell penetrating peptides for miRNA delivery into human embryonic stem

cells

Valmar Kasuk

SUMMARY

Human embryonic stem cells (hES cells) are derived from the inner cell mass of the 5-7 days
old embryo. They can self-renew and differentiate into any cell type of the human body. The
ability to cultivate these cells has given hope to cure any kind of tissue damage. At the same
time the huge potential of hES cells has also given them the capacity to form tumors. This has
also been one of the biggest obstacles for application of hES cells in regenerative medicine.
One solution would be to reduce the potential for development before transplantation through
direct differentiation. This could be done using miRNA regulatory molecules. However for
miRNA transport, effective and safe methods should be found. The aim of the current master
thesis was to apply cell penetrating peptides for miRNA delivery. For this, three different cell
penetrating peptides were experimentally tested: PF6, PF14 and CADY. To assess the safety
and efficiency of this method, fluorescently labeled miRNA with no function in human was
used. Although hES cells are generally passaged mechanically as cell clumps due to low
viability when dissociated, single cell passage with ROCK inhibitor was also used for
comparison to increase the accessibility of the miRNA. Therefore, for comparison, cells were
passaged by three methods: as cell clumps without ROCK inhibitor and as cell clumps or as
single cells with ROCK inhibitor.

Experimental work revealed that the used peptides differed considerably in terms of influence
on cell viability as well as in miRNA transport efficiency. For example, while PF14 peptide
had significant toxic effects and thus can not be used on hES cells, PF6 had only mild effects
and CADY didn’t have any negative influence on cell viability. When applying new methods
on human embryonic stem cells, it is necessary to verify whether the cells are retained in
pluripotent state. For this, immunofluorescence microscopy method was used to detect the
expression of OCT4 and NANOG pluripotency markers . The results showed that the cells
retained pluripotency with CADY and PF6 with all three passaging methods and both 24 and
48 hours after transfection. Difference was again seen from assessing the efficiency of the
microRNA transport. Namely, compared to PF6, CADY could deliver miRNA to the cells
more efficiently. When comparing the passaging techniques, CADY did not depend on the

method used, and therefore it would be wise with this peptide to passage cells as clumps and
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without ROCK inhibitor. However, the passaging techniques had noticable effects with PF6
usage. For example, with cell passaging as cell clumps, the delivered miRNA was located
more on the edges of the colony. Therefore, considering the efficacy of transfection it would
be wise to passage PF6 cells as single cells. Considering survival of stem cells, however, it
may not be a suitable method as the single cell passage with ROCK inhibitor showed some
toxic effects with PF6 peptide.

While CADY transported miRNA close to the cells, it is important also to monitor whether
miRNA can get in the cells, or sticks to the surface of the membrane. Looking more closely at
the cells in mitosis, in which OCT4 is detectable in the cytoplasm, it was found that the
miRNA both got in the cells and also adhered to the cell surface. Thus, from the three
peptides used, CADY was the most efficient and could be used on hES without loss of their
viability and pluripotency. Can the delivered miRNA mediate sufficient downregulation of

MRNA expression, however, can be answered only in the future with functional experiments.
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LISAD

Lisa 1

Kontroll 24 tundi parast passeerimsit

Kontroll 24+24 tundi parast passeerimsit

Joonis 14. Kolme erineva meetodiga passeeritud transfekteerimata rakud. Joonisel on
kontrollrakud 24 tundi pérast passeerimist (mil pohikatsetel lisati kompleksid) (A, C, E) ning
24+24 tundi pérast passeerimist (mil pdhikatsetel hinnati komplekside mdju ) (B, D, F). (A,
B) Koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitorita passeeritud rakud. (C, D) Koloonia tiikkidena ja

ROCK inhibiitoriga passeeritud rakud. (E, F) Uksikrakuliselt ja ROCK inhibiitoriga
passeeritud rakud.
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Lisa 2

Enne komplekside lisamist PF6

Joonis 15. Komplekside mdju koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitorita passeeritud
rakkudele. Joonisel on rakud vahetult enne komplekside lisamist (A, C, E) ning 24 tundi
parast miRNA ja vastavate rakku sisenevate peptiidide lisamist: (B) PF6, (D) PF14, (F)
CADY. PF14 on mgjunud toksiliselt ning rakkude arv plaadil on médrgatavalt vihenenud.
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Lisa 3

Enne komplekside lisamist PF6

Enne komplekside lisamist
y o 00 pms

Joonis 16. Komplekside mdju koloonia tiikkidena ja ROCK inhibiitoriga passeeritud
rakkudele. Joonisel on rakud vahetult enne komplekside lisamist (A, C, E) ning 24 tundi
parast miRNA ja vastavate rakku sisenevate peptiidide lisamist: (B) PF6, (D) PF14, (F)
CADY. PF14 on mojunud toksiliselt ning rakkude arv plaadil on méargatavalt vihenenud.
Moningal miéral on vihenenud ka rakkude arv PF6 kasutamisel.
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Lisa 4

Enne komplekside lisamist

Joonis 17. Komplekside méju iiksikrakuliselt passeeritud ja ROCK inhibiitoriga
inkubeeritud rakkudele (katse 2). Joonisel on rakud vahetult enne komplekside lisamist (A,
C, E) ning 24 tundi péarast miRNA ja vastavate rakku sisenevate peptiidide lisamist: (B) PF®6,

(D) PF14, (F) CADY. PF6 ja PF14 on mdjunud toksiliselt ning rakkude arv plaadil on
mérgatavalt vihenenud.
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Lisa b

Enne komplekside lisamist

Joonis 18. Komplekside moju iiksikrakuliselt passeeritud ja ROCK inhibiitoriga
inkubeeritud rakkudele (katse 1). Joonisel on rakud enne komplekside lisamist (A, C, D)
ning 24 tundi parast miRNA ja vastavate rakku sisenevate peptiidide lisamist: (B) PF6, (D)
PF14, (F) CADY. PF14 on mdjunud toksiliselt ning rakkude arv plaadil on maérgatavalt
vihenenud. Moningal mééral on vihenenud ka rakkude arv PF6 kasutamisel.
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Lisa 6

Joonis 19. PF6 moju iiksirakuliselt passeeritud ja ROCK inhibiitoriga inkubeeritud
rakkudele. Pildil on ndha rakud 24 tundi parast miRNA ja PF6 peptiidi lisamist. Tegemist on
lisa 3B pildi suurendusega, millel on paremini ndha PF6 toksilisel mojul plaadilt lahti lasknud
jasurnud rakke.
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Lisa 7

Joonis 20. PF14 mdoju iiksirakuliselt passeeritud ja ROCK inhibiitoriga inkubeeritud
rakkudele. Pildil on ndha rakud 24 tundi parast miRNA ja PF14 peptiidi lisamist. Tegemist
on lisa 3D pildi suurendusega, millel on paremini niha mdningate rakuklompide olemasolu
plaadil vaatamata PF14 toksilisele mdgjule.
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