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Sissejuhatus

Geeniteraapia on meetod ravimaks erinevaid haiguseid geneetilisel tasemel.Seni on
aga suurimaks miinuseks olnud nukleiinhapete puudulik transport, sest nukleiinhapped ei ole
voimelised oma suuruse ja laengu tdttu libima iseeneslikult rakumembraani. Kasutusele on

voetud erinevad transportvektorid — viiruslikud ja mitteviiruslikud.

Kuigi viiruslikud vektorid sisenevad edukalt rakkudesse ja voimaldavad transporditud
geneetilisel materjalil rakus avalduda, voivad nad pdhjustada immuunreaktsiooni ning

sisestatav geneetiline materjal on piiratud suurusega.

Viltimaks viiruslike vektorite puudusi, on keemiliselt loodud uued transportvektorid.
Uheks selliseks vektorite klassiks on rakku sisenevad peptiidid (RSP), mis suudavad rakku
siseneda ning transportida erinevaid ithendeid, nditeks valke, plasmiidset DNAd (pDNA) ja
RNAd. Loodud peptiidid on 5 — 30 aminohappe pikkused ning katioonsete ja/voi amfipaatsete
omadustega.

Antud t60s oli eesmirgks luua maksaspetsiifiline mudel, kus kasutades rakku
sisenevat peptiidi PepFect14 (PF14) ning sidudes seda pDNA vaéi lithikese interfereruva
RNAga (siRNA) vaigistatakse reportergeeni ekspressioon maksas. T66s esitatud katsed viidi

1ibi Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia laboris.

Mirksonad: rakku sisenev peptiid, PepFect14, siRNA, geeniteraapia, plasmiidne DNA



1. Kirjanduse iilevaade

1.1 Geeniteraapia

Mitmete périlike ja omandatud haiguste pohjuseks on mutatsioon DNAs, mille
tagajdrjel on geen defektne voi puudub geenist oluline osa. Selle probleemi tiheks
lahendamise voimaluseks on geeniteraapia, mis pohineb nukleiinhapete kasutamisel
ravimolekulina. Soltuvalt haigusest viiakse organismi kas funktsionaalne geen, mis asendab
defektse voi puuduva osa geenis voi takistatakse kahjuliku valgu ekspresseerumist (Kaufmann
jt., 2013).

Haiguste raviks on voimalik kasutada ka valguteraapiat. VValguteraapiat kasutatakse
niiteks diabeedi puhul, kus siistitakse insuliini, mis on seotud gliikoosi metabolismiga
(Leader jt. 2008). Valguteraapia miinuseks on valkude ebastabiilsed ja nad voivad laguneda
vereringes erinevate ensiilimide tdttu ning samuti lagundatakse nad kiiresti neerudes ja
maksas (Han jt., 2000). Seetdttu on geeniteraapia, kus geen viiakse rakku efektiivsem, sest
valku toodetakse pikemat aega ning seda toodetakse seal, kus seda vaja on (Ledley ja Shapiro
Ledley, 1998).

Selleks, et nukleiinhappe molekul jouaks vajalikku rakku/organisse, peab kasutama
transportvektorit, et takistada vereringes ensiitimide poolt lagundamist. Samuti peab
transportvektor suutma ldbida sihtméargi rakumembraani ilma, et toimuks interaktsioon
veresoonte endoteeli rakkude vOi verega ega aktiveeruks immuunsiisteem. Olemasolevad
vektorid jagatakse kahte riihma vastavalt nende péritolule: viiruslikud ja mitteviiruslikud
vektorid (Ibraheem jt., 2014).

1.1.1 RNA interferents

RNA interferents (RNAI) on posttranskriptsiooniline geeni vaigistamine, mis toimub
eukariiootsetes rakkudes. RNAi pakub vdimalusi geenide reguleerimiseks ja vaigistamiseks.
RNA-d, mis vdivad olla nii endogeenset kui eksogeenset paritolu ja votavad osa RNAI rajas,
on mikroRNA-d (miRNA), viikesed interfereerivad RNA-d (siRNA) voi lithikesed
juuksenoela struktuuriga RNA-d (ShRNA). siRNA-d on lihikesed 19-30 nukleotiidi pikkused
kaheahelalised RNAd (dsRNA), mis on voimelised vahendama komplementaarse mRNA
lagundamist tsiitoplasmas. SIRNA seondub RNA-indutseeritud geenivaigistamiskompleksiga
(RISC), kus ahelad harutatakse lahti ning iiks ahel seondub mRNA komplementaarse ahelaga

ja teine ahel lagundatakse (Carthew ja Sontheimer, 2009). Seondunud ahel vaigistab geeni



ekspressiooni, lagundades komplementaarse mRNA ja/vdi blokeerides mRNA translatsiooni
(Joonis 1) (Wang jt., 2010).
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Joonis 1. RNAI rada. SiRNA seondub raku tsiitoplasmas RISC kompleksis mRNAga. Jargneb
kas translatsiooniline blokeerimine osalise komplementaarsuse puhul voi mRNA l6ikamine

taieliku komplemetaarsuse puhul (Deng jt., 2014).

1.1.2 shRNA ja siRNA

shRNA on RNA jérjestus, mis siinteesitakse plasmiidilt voi genoomilt ning mille
transkriptsioon sdltub RNA poliimeraas III-st ja promootorist. Siinteesitud RNA ahel on 50-
100 nukleotiidi pikk ning selle komplementaarsed alad seonduvad ning moodustub
juuksendela struktuur. RNAi siisteem tunneb &ra tekkinud struktuuri ning 1dikab seda

moodustades SIRNA (Mcintyre ja Fanning, 2006; Wang jt., 2010).
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Eksogeenne siRNA on organismi véline SIRNA ehk teraapiaks kasutav siRNA,
endogeenne siRNA on organismi enda poolt siinteesitud siRNA, mida organism kasutab
geeniekspressiooni reguleerimiseks. Tsiitoplasmas 10igatakse Diceri ensiitimi abil pikad
dsRNA ahelad siRNA-deks. RISC sisaldab Argonaut 2 (Ago-2) ensiiiimi, mis lagundab iihe
siRNA ahela. Selle tulemusena aktiveeritakse RISC, mis viib sihtmdrgi mRNA &ra
tundmiseni komplementaarsuse alusel. Ago-2 16ikab mRNA-d 10 ja 11 aluspaari vahelt 5’

otsast, mis pohjustab mRNA lagundamise (Carthew ja Sontheimer, 2009).

1.1.3 siRNA kasutamise piirangud ja viljakutsed

Kuigi RNAI on vdga suure potentsiaaliga, siis SIRNA kasutamine Kkliinilisteks
rakendusteks on piiratud. Modifitseerimata siRNAde eluiga on lithike ja geeni vaigistamisel
in vivo tingimustes kestab vaid mone paeva, mis on vihe, vorreldes teiste RNAi-s osavotvate
RNA-dega. Liihikese eluea pohjustavad siRNA-t lagundavad seerumis olevad endonukleaasid
(Wang jt., 2010). siRNAde eluea pikendamiseks kasutatakse erinevaid
modifitseerimisstrateegiaid. Naiteks on loodud terve rida erinevate keemiliste
modifikatsioonidega nukleiinhappe analooge, milledel on suuremal vo1 vahemal mééral
sdilinud komplementaarsuse alusel hiibridiseerumisvéime ning mis on palju resistentsemad
nukleaassele mdjule. Seni on proovitud muuta siRNA suhkur-fosfaat selgroogu, asendada
nukleoaluseid ning modifitseerida RNA senssahelat, mis on muutnud siRNA stabiilsemaks
(Guo jt., 2010).

Kuna siRNA jirjestused on lithikesed, siis on voimalik, et lisaks oma sihtmark mRNA
molekulile voib leiduda neile taielikult voi osaliselt komplementaarseid jarjestusi ka teistel
MRNAdel. Selle tulemusena voidakse vaigistada mRNA, mis ei olnud sihtmark — sellist
olukorda nimetatakse kdrvalefektiks (Rao jt., 2009). Selle viltimiseks on vajalik pohjalik
siRNA disain, et viltida valet seondumist. Uheks kasutatud meetodiks on siRNAs riboosi 2’
riihma modifitseerimine metiiiiliga, mis takistab siRNA seondumist osaliselt

komplementaarsetele mRNAdele, kuid ei mdjuta sihtmiark mRNAd (Jackson jt., 2006).

Eksogeenne dsRNA voib pdhjustada immuunvastust seondudes Toll-sarnaste
retseptoritega ja proteiin kinaas retseptoritega (Deng jt., 2014). Kindlad GU-rikkad jarjestused
pohjustavad pdletikuliste tsiitokiinide tootmist, lisaks voivad pikad dsRNA ahelad aktiveerida
interferoone, mis on moeldud viiruslike patogeenide vastu voitlemiseks (Wang jt., 2010).
Interferoonide ja tsiitokiinide aktiveerimise viltimiseks kasutatakse uridiini ja guanosiini

modifitseerimist 2’-O-metiiiil rithmaga vdi siRNA seondamist transportvektoriga, nditeks



poliietiileenimiiniga (PEI), mis peidab dra siRNA jérjestused tiheda pakkimise tottu ja teised

molekulid ei padse siRNAle ligi (Judge jt., 2006).

siRNA kasutamise suurimaks véiljakutseks on tema digesse rakku toimetamine. Rakku
toimetamise teeb keeruliseks sSiRNA-de negatiivne laeng ja suur molekulmass ning seetdttu ei
ole need voimelised iseeneslikult libima rakumembraani. SIRNA transportimiseks digesse

rakku/koesse kasutatake transportvektoreid, mis on kohaspetsiifilised (Deng jt., 2014).

SshRNA eeliseks siRNA ees on suurem stabiilsus organismis, sest ShRNAd on vdimalik
transportida plasmiidses ekspressioonivektoris, millest hakatakse rakus sShRNAd tootma.
Suurema molekuli tdttu on aga plasmiidi raskem toimetada rakku ning RNA
transkriptsiooniks peab molekul jdudma rakutuuma. Kui sellest probleemist iile saada
efektiivse vektori abil, on shRNA piisivam tanu rakusisesele paljundamisele transkriptsiooni
abil (McAnuff jt., 2007).

1.1.4 Transfektsioon

Transfektsioon on protseduur, mille abil viiakse nukleiinhappeid peamiselt
eukartioootsetesse rakkudesse. Soltuvalt nukleiinhappest pilisib materjal rakus kas piisivalt voi
kaob aja jooksul. Nukleiinhapped voivad kaduda rakust keskkonna faktorite ja rakujagunemse
tottu. Transfektsiooni iiheks rakenduseks on geenide funktsooni uurimine ldbi

geeniekspressiooni muutmise (Kim ja Eberwine, 2010).

Transfektsiooni saab jaotada meetodite alusel kolmeks: fiitiskaliseks, keemiliseks ja
bioloogiliseks. Fiiiisikalise transfektsiooni alla kuulub mikrosiist, elektroporatsioon ja
laseripdhine transfektsioon. Fiiiisikalise meetodi eeliseks on sdltumatus raku keemilistest ja

bioloogilistest omadustest, mistottu saab seda meetodit kasutada erinevatel rakuliinidel

(Kaestner jt., 2015).

Keemiline meetod on enim kasutatud moodus transfekteerimiseks. Siia kuuluvad
katioonsed poliimeerid, katioonsed lipiidid, kaltsiumfosfaat ja katioonsed aminohapped.
Positiivselt laetud keemilised {ihendid moodustavad kompleksid negatiivselt lactud
nukleiinhapetega. Transfektsiooni efektiivsust mdjutavad lahuse pH, rakumembraani koostis

ja nukleiinhappe/kemikaali suhe.

Bioloogiline meetod on viiruste kasutamine rakkudesse geneetilise materjali

viimiseks. Sellist meetodit nimetatakse ka transduktsiooniks (Kim ja Eberwine, 2010).



1.1.5 Geeniteraapia maksas

Maks on organismi pdhiline metaboolne organ, mis vastutab mitmete ainete siinteesi
ning lagundamise eest. Maksas toimub gliikoosi ja rasvhapete metabolism, samuti
slinteesitakse mitmeid erinevaid valke, nditeks albumiini ja verehiitibefaktoreid. Maksas
lagundatakse kahjulike aineid, valke ja hormoone. Erinevate funktsioonide tdttu on maks

véga oluline organismi homdostaasis (Grijalva ja Vakili, 2013).

Molekulaarsel tasemel on selgeks tehtud mitmete maksa haiguste pdhjused, kuid
nende ravi on olnud kesine, mistdttu on vaja uusi alternatiivseid lahendusi. Mitmeid
haigusmudeleid on geeniteraapiaga proovitud ravida in vitro ja in vivo mudelites. Uks
efektiivsemaid teraapiaid on rakendatud alfa 1-antitriipsiin puudulikkuse puhul, mis on
retssessiivne haigus, mille puhul ei toodeta funktsionaalset valku. Seetottu viheneb valgu tase
kopsudes ning maksas suureneb defektse raku kogus. Selle tulemusena tekib kopsuemfiiseem
ja voib tekkida maksatsirroos. Seni on tsink-sdrmede ning piggybac tehnoloogiat rakendades
Yusa jt suutnud asendada punktmutatsiooni ning rakkudes on taastunud korrektne struktuur ja
funktsioon. Kasutatud meetodi eeliseks on voorDNA puudumine, mistottu ei satu peremehe

genoomi vodrmaterjali (Yusa jt., 2011).

Pompe’i tdbi esineb umbes iihel inimesel 40 000-st ning vajab ravi geneetilisel
tasandil. Pompe’i tobi on pdhjustatud mutatsioonist happelise alfa gliikosidaasi geenis, mis
vastutab gliilkogeeni gliikoosiks muutmise eest, mis toimub maksas. Haigus esineb kas
looteeas voi esimesel elukuul. Seni on suudetud saada hiirtes lubavaid tulemusi kasutades
viirusvektoreid, kuid viirusvektorid pohjustavad tugevat immuunrekatsiooni, mistdttu on vaja

uut alternatiivi (Domvri jt., 2012)

Viimaseks tuleks mainida, et maks on geeniteraapia oluliseks sihtmérkorganiks ka
péris proosalisel pohjusel, nimelt mitmed nukleiinhapete transportvektorid suudavad
eelistatult viia geneetilise materjali just maksakoesse. Seetdttu on erinevaid prekliinilisi
haigusmudeleid ja Kliinilisi ravikatsetusi 14bi viidud just maksahaiguste mdjutamiseks (Jacobs
jt., 2012).

1.2 Transportvektorid nukleiinhapete viimiseks rakku

1.2.1 Viiruslikud vektorid
Viirused on voimelised sisenema raku tuuma ning kasutama raku ensiitime enda

elutegevuseks. Selleks, et viirust kasutada transportvektorina peab eemaldama patogeensed
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osad ning asendama need teraapiaks vajalike geenidega. Viirusele jadvad alles geenid, mis

vastutavad rakku sisenemise ning organismis paljunemise eest.

Peamised viirused, mida teraapias kasutatakse, on retroviirused, adenoviirused ja
herpes simplex viirus. Retroviiruse puhul on genoomiks sSRNA molekul, mis rakus
transkribeeritakse dSSDNA molekuliks, mis seejarel integreerub peremees genoomi suvalises
kohas ning tagab piisiva geeniekspressiooni. Retroviirus on vdimeline nakatama ainult
jagunevaid rakke. Miinuseks retroviiruse puhul on integreerumine genoomi regulatoorsesse
alasse, mis v0ib pohjustada vale reguleerimise transkriptsiooni tasandil. Adenoviirused
nakatavad respiratoorsiisteemi ning nende genoom on dsDNA, mis ei integreeru peremehe
genoomi vaid jadb episoomina rakku. See tdhendab, et rakujagunemise kédigus kaob ta
rakkudest ega ole piisiv. Herpesviirusega saab nakatada narvirakke ning genoom jaéb sinna

episoomina piisima (Dubé ja Cournoyer, 1995).

Kuigi viirusvektorid on efektiivsed nukleiinhapete transpordis, on nende puuduseks
immuunsiisteemi voimalik aktiveerumine, sisestatava geeni piiratud suurus ning asjaolu, et

vektorite suurel mdéral tootmine on kulukas ja keeruline. (Kaufmann jt, 2013).

1.2.2 Mitteviiruslikud vektorid

Mitteviiruslikud vektorid loodi, et véltida viiruslike vektorite puudusi — nad
pohjustavad vihest immunsiisteemi aktivatsiooni, neid on lintsam ja odavam toota suurtes
kogustes ning transporditava nukleiinhappe kogus on suurem. Lisaks on sdilitamine lihtsam,
sest mitteviiruslikud vektorid on stabiilsed. Puuduseks on aga oluliselt madalam

transfektsiooni efektiivsus vorreldes viiruslike vektoritega (Ibraheem jt., 2014.

Nukleiinhappe transportimise pdhjal saab mitteviiruslikke vektoreid jaotada kahte
rithma. Esiteks, futisikalised meetodid, mis vdimaldavad DNA viia rakku ilma vektorit
kasutamata, ndrgestades rakumembraani ja muutes selle DNA jaoks kergemini ldbitavamaks.

Norgestamiseks kasutatakse elektrilist, mehhaanilist, hiidrodiinaamilist voi laseripdhist

energiat (Gao jt., 2007).

Teiseks meetodiks on keemiliste vektorite kasutamine. Need vektorid varjavad
nukleiinhappe negatiivse laengu, kaitsevad seda lagunemise eest ning moodustavad
kompleksi kondenseerides DNAd (Ibraheem jt., 2014). Uheks levinud mitteviiruslikuks
vektoriks on katioonsed poliimeerid, mis omavad rohkelt positiivseid laenguid ning seetdttu

moodustavad elektrostaatiliste joudude tottu kompleksid DNAga. Nii lineaarsete kui
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hargnenud struktuuridega on vilja todtatud néiteks PEI ja polii-L-ornitiin. Nende vektorite

miinuseks on vihene efektiivsus ja toksilisus (Gao jt., 2007).

Lipopleksid on katioonsed lipiidid, mis moodustavad komplekse DNAga. Lipiid
koosneb kolmest osast: positiivse laenguga peariihmast, mis scondub DNAga, hiidrofoobsest
ankrust, mis voimaldab kompleksil siseneda rakku ning linkerist, mis seob eelnevad kaks osa
omavahel ning madrab tekkinud kompleksi stabiilsuse (Gao ja Hui 2001). Lipoplekside
puuduseks on aktiivsuse kadumine seerumis ning interaktsioon vere kompontentidega,

mistottu voivad tekkida suured agregaadid (Gao jt., 2007).

1.3 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSPd) on 5-30 aminohappe pikkused, enamasti
katioonsed ja/vdi amfipaatsed peptiidid, mis on vdimelised sisenema rakku véihese
toksilisusega (Mée ja Langel, 2006). RSP-sid saab kasutada geeniteraapias, kui need siduda
nukleiinhappega ning rakkudesse viia (Bechara ja Sagan, 2013).

RSP-sid voib jaotada erinevatesse riilhmadesse nende saamise alusel. Esimene rithm on
looduslikud peptiidid, mille jarjestused on tuletatud looduses esinevate valkude jirjestustest.
Teine rithm on kiméérsed peptiidid, kus kasutatakse looduses esinevaid jarjestusi ning kahest
erinevast jarjestusest siinteesitakse kokku iiks. Kolmas rithm peptiide on siinteetilised ning
nende jarjestusi looduslikult ei esine. Siinteetilistest peptiididest on kdige paremini uuritud

poliiarginiine. (Mée ja Langel, 2006)

Peptiide voib lastiga siduda kovalentselt ning mittekovalentselt. Kovalentselt seotakse
peptiidide kiilge antikehi, fluorestseeruvaid ithendeid ning ravimeid. Mittekovalentset
komplekseerimisstrateegiat kasutatakse peamiselt positiivset laengut kandvate RSPde puhul,
sest nad on voimelised komplekseerima negatiivselt laetud nukleiinhappeid, seal hulgas
pDNAd ja siRNAd (Regberg jt., 2014). Mittekovalentset komplekseerimist kasutades on
voimalik 14bi viia efektiivset transfektsiooni madalamal nukleiinhappe konsentratsioonidel
(Ezzat jt., 2011).

Vodivad moodustuda kompleksid, millel on positiivne laeng, mis vdimaldab rakku
sisenemist 14bi negatiivse rakumembraani. (Mée ja Langel, 2006). Rakku sisenemine vdib
toimuda ka 1dbi rakupinna retseptorite ja valkude, mille abil sisenevad kompleksid

endotsiitoosi (Regberg jt., 2014).
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RSP-d on vdimelised iseseisvalt rakku sisenema ldbi rakumembraani, kuid teatud
RSP-d koos lastmolekuliga saavad siseneda rakku kasutades kas endotsiitoosi mehhanismi voi
litkudes 1dabi rakumembraani. Enamik RSPsid vajavad rakuga interakteerumiseks
proteogliikaane ning rakkudel, millel puudub hepariin sulfaat on RSP sisenemine oluliselt
madalam (Lundin jt., 2008).

Rakkudesse endotsiitoosi teel sisenemise peamiseks takistuseks on nanokomplekside
kinnijaamine endosoomidesse, mille tulemusena endosomaalse kiipsemise kdigus jouavad
kompleksid liisosoomidesse, kus toimub jarsk pH muutus, samuti on seal palju lagundavaid
ensiitime, mille tulemusena transporditav materjal lagundatakse. Geeni vaigistamiseks on
siRNA-I vaja vabaneda endosoomist tsiitoplasmasse, kus asub RNAI jaoks vajalik RISC
kompleksi komponendid. Endosoomist vabanemise suurendamiseks on vaja modifitseerida
transportvektorit (Deng jt., 2014).

1.3.1 Transportaanl0

Transportaan on RSP, mis saadi aastal 1998 Langeli uurimisrithma poolt ning on 27
aminohappe pikkune kiméérne peptiid (tabel 1). See sisaldab 12 aminohapet neuropeptiidist
galaniin ja 14 aminohapet peptiidist mastoparaan, mis périneb herilase miirgist. Transportaan
siseneb mitmetesse erinevatesse rakuliinidesse ega ole spetsiifiline iihelegi kindlale
rakutiitibile (Pooga jt., 1998a). Transportaaniga on rakkudesse viidud erinevaid lastmolekule,

niiteks peptiidseid nukleiinhappeid (Pooga jt., 1998Db).

Transportaan 10 (TP10) on 21 aminohappe pikkune amfipaatne peptiid (tabel 1), mis
loodi modifitseerides tranportaani, sest transportaan sisaldas 16iku galaniinist ning sellest
tulenevalt oli transportaan galaniini retseptorite poolt dra tuntav. Lisaks inhibeeris
transportaan GTPaaside tegevust ning peptiidi efektiivseks kasutamiseks oli vaja korgeid
kontsentratsioone. TP10 on saadud kuue aminohappe eemaldamisega aminoterminaalsest
otsast. TP10 sisaldab positiivselt laetud aminohappeid ning negatiivsete laengutega
aminohapped puuduvad. Lisaks on peptiidis veel neli liisiini, Seega on kogu peptiidi laeng +5
neutraalse pH juures (Soomets jt., 2000). TP10-ga viidi plasmiid rakkudesse ning ka korgetel

kontsentratsioonidel ei olnud see toksiline rakkudele (Kilk jt., 2005).

1.3.2 PepFectid

Langeli laboris on loodud rida TP10 analooge, mis kdik on disainitud spetsiifilise
eesmargiga transportida nukleiinhappeid mittekovalentse komplekseerimise pohimottel. TP10
aminoterminaalsesse otsa lisati steartiiilrithm ning saadud peptiid nimetati PepFect3-ks. PF3

moodustab samuti mittekovalentselt komplekse nukleiinhapetega, kuid steariitilriihma tottu on
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tekkinud partiklitel lihtsam padseda endosoomidest tsiitoplasmasse nii in vitro kui in vivo
tingimustes. (Lehto jt., 2011)

PepFect 14 (PF14) on steartiiil-TP10-1 pohinev peptiid, kuid selle jarjestuses on
lisiinid muudetud ornitiinideks ja leutsiinid muudetud isoleutsiinideks. Liisiin-ornitiin
asendus viidi l1dbi, kuna eelnevalt oli ndidatud suuremat transfektsiooni efektiivsust, sest
muudetuna on peptiid voimeline seostuma korgema afiinsusega DNA-le ning moodustama
madalama laengu suhtega stabiilseid nanopartikleid (Ramsay ja Gumbleton, 2002). Lisaks
sellele piistitati hiipotees, et kuna ornitiin ei ole standardne aminohape, siis see voib
viahendada seerumis leiduvate proteaaside seondumist RSP-ga voi dratundmise. Toepoolest,

PF14 on aktiivne ka seerumit sisaldavas s66tmes (Ezzat jt., 2011).

Tabel 1. Kasutatud peptiidid ja nende jarjestused

Peptiid Jérjestus Aminohappeline
pikkus
Galaniin GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS 30
Mastoparaan INLKALAALAKKIL 14
Transportaan GWTLNSAGYLLGKGINLKALAALAKKIL-NH; 27
Transportaan10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NHz 21
PepFect3 Steriiiil-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH; 21
PepFectl4 Stearliil-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH; 21

1.4 Mudelsiisteemi loomine maksas

1.4.1 Hiidrodiinaamiline siist

Puhaste nukleiinhapete manustamist organismidesse kasutatakse geeniekspressiooni
uurimiseks. Uheks mooduseks on hiidrodiinaamiline siist, mis tihendab, et puhast pDNAd
stistitakse sabaveeni koos suure koguse vedelikuga. Sellist meetodit kasutatakse nii hiirte ja
rottide kui ka koerte ja primaatide puhul. Hiidrodiinaamilise siistiga on voimalik saavutada
efektiivne nukleiinhapete transport maksarakkudesse. Naiteks pDNA kujul geeniekspressioon
ivektorite manustamisel saavutatakse geeniekspressioon hepatotsiiiitides. SIRNA manustamiel

on voimalik saavutada sihtmérk-geeni mahasurumine maksa piires (Zhang et a., 1999).

Stistitakse korraga ja liihikese aja jooksul rohke vedelikuga kdrge rohu all. Seetottu

suurenevad sinusoidsed avaused, mis suurendavad pDNA transporti hepatotsiiiitidesse.
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Stistitud vedelik transporditakse maksa, sest siistimise kdigus tekib pdgus siidamepuudulikkus
ning siidamelookide sagedus aeglustub, samal ajal suureneb ddnesveeni rohk ja
siidamevatsakese suurus. Siidame suurenemise tottu tditub maksa veen siistitud pDNA
lahusega (Crespo jt., 2005). Siistides sama koguse pPDNAd madala rohu juures seondub
vihem DNAd maksas ning hepatotstiiitide asemel on seda rohkem Kupfferi rakkudes
(Sebestyén jt., 2006). Antud t66s on kasutatud hiidrodiinaamilist pDNA transporti, et
indutseerida reportergeeni tasemed maksas. See voimaldab uurida maksaspetsiifilist

geenivaigistamist kasutades SEAP-vastaste SiRNA ning shRNA transporti PF14 vahendusel.

1.4.2 Reportergeen sekreteeritav embriionaalne aluseline fosfataas

Reportergeen on geen, mis ekspresseerib valku, mida saab lihtsa metodoloogiaga kas
kvantitatiivselt modta voi kvalitatiivselt jalgida. Neid kasutatakse vidga erinevateks
rakendusteks, néditeks voimaldab reportergeeni koekspresseerumine uuritava geeniga kaudselt
modta meid huvitava geeni avaldumist. Reportergeen peab olema lihtsalt mdddetav ning

rakud ei tohi ise sellest eristamatut uuritavat valku ekspresseerida. (Cullen, 2000)

Aluseline fosfataas on hea reporter, sest ta on stabiilne ensiitim ning omab korget
afiinsust substraadi suhtes (Miska ja Geiger, 1987). Puuduseks on see, et mitmed rakud
toodavad aluselist fosfataasi ja see suurendab taustasignaali. Probleemi lahendamiseks
kasutati platsenta aluselist fosfataasi (PLAP), mida ekspresseeritakse loomulikult vaid
kdrgemate primaatide platsenta rakkude pinnal. PLAP on kuumastabiilne ja kannatab 65°C
tootlust ning ei ole mGjutatud homoarginiini poolt, mis inhibeerib teiste aluseliste fosfataaside
tood. PLAP geeni modifitseeriti stoppkoodoni lisamisega peale 489ndat aminohapet, mis
voimaldas muuta valgu rakust sekreteeritavaks. Uue konstrukti nimeks sai sekreteeritav
embriionaalne aluseline fosfataas (SEAP) ning tal on mitmeid eeliseid mitte-sekreteeritava
PLAPI ees. (Berger jt, 1988). Esiteks vdimaldab SEAP kasutada iihte rakukultuuri mitmeks
modGtmiseks, sest ei ole vajalik rakke litisida valgu kattesaamiseks. Lisaks jouab SEAP
maksimaalsele ekspressioonitasemele 48-72 tunniga ning on stabiilne 37°C juures (Cullen,
2000). SEAPi poolvddrtusaeg hiire veres on umbkaudu 2 tundi (Hiramatsu jt 2006). SEAPI
saab modta kolorimeetriliselt ja luminomeetriliselt ning valgu olemasolu on méirgatav juba

vihem kui pikogrammi juures 24 tundi peale transfektsiooni (YYang jt, 1997).

1.4.3 pLIVE plasmiid
pLIVE (Liver In Vivo Expression) plasmiid (Mirus) on 3423 aluspaari suurune ning
SEAP geeni sisestamisel on vektori suurus 4992 aluspaari. Plasmiidis on kimaarne

promootor, mis on kombineeritud hiire aloumiini ja alfa fetoproteiini enhanser |1
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promootoritest. Plasmiidi sisestatud geeni ekspressiooni suurendamiseks on vektorisse
sisestatud kaks intronit. Esimese introni jarel on multikloneerimissait kaheksa erineva
restriktsiooni alaga. Plasmiid on maksaspetsiifiline ja selle tagab kombineeritud promootor ja
sisestatud intronid.
(https://www.mirusbio.com/assets/protocols/ml047_plive_in_vivo_expression_and_reporter_
vectors.pdf)

Bglll 8
Hiire AFP Enhanser IT

Hiire albumiini promootor

Nhe | 908

Ascl1915
T
Intron 1 =
Sph13986
Kanamiitsiini resistentsusgeen pLIVE®-SEAP Vektor Nde 11207
4992 bp
SEAP ORF

Nde | 3349 —

Poltiadenilatsiooni ala Intron 2

|
Xho | 2525

Joonis 2. pLIVE-SEAP vektor. Vektoris sisaldub hire albumiini promootor, AFP enhanser ja
intronid tagavad maksaspetsiifilise geeniekspressiooni. Geeniks on SEAP.
(https://www.mirushio.com/assets/protocols/ml047_plive_in_vivo_expression_and_reporter

vectors.pdf)
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2. Eksperimentaalne osa

Kodik meetodid (peale peptiidisiinteesi, sSiIRNA ja geeniekspressiooni vektorite disaini ning
protseduurid katseloomadega) viis 14bi ja analiiiisis tulemused t66 autor.

2.1 Too eesmargid

Too eesmarkideks on:

e Hiire maksas ekspresseeritava reportergeeni mudeli viljatodtamine ja optimeerimine
e Teha kindlaks SEAP geeni ekspresseerumine maksarakkudes

e Valideerida mudel geeniekspressiooni vagistamise uurimiseks hiire maksas

e Vaigistada geeni ekspressiooni maksas kasutades SIRNA/PF14 komplekse

e Vaigistada geeni ekspressiooni maksas kasutades ShRNA-d kodeerivat pDNA ja PF14

komplekse
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud rakuliinid

Hep3B (hepatotsellulaarse kartsinoomi) rakke kasvatati Iscove Modifitseeritud
Dulbecco s66tmes (IMDM), kuhu oli lisatud 10% veise looteseerumit (FBS), 0,1 mmol/I
asendatavaid aminohappeid ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke

kasvatati 37 °C juures ja 5% CO, sisaldusega. Rakke kiilvati timber 2-3 péeva jérel.

U87 (glioblastoomi rakud) rakke kasvatati Zelatiinil DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) s66tmes, kuhu oli lisatud 10% veise looteseerumit (FBS), 0,1 mmol/I
asendatavaid aminohappeid ning 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke
kasvatati 37 °C juures Zelatiini kihil ja 5% CO, sisaldusega. Rakke kiilvati timber 2-3 pdeva

jérel.

2.2.2 Kasutatud peptiid

Eksperimentides kasutatud peptiid siinteesiti molekulaarse biotehnoloogia labori poolt.
Kasutati Fmoc tahke faasi peptiidisiinteesi. Steartitilnape kinnitati N-terminaalsesse otsa
kasutades TBTU/HOB aktiveerimist diklorometaanis/dimetiiiilformaamiidis. Segus, mis
sisaldas 95% TFA-d, 2,5% vett ja 2,5% triisopropiiiilsilaani 15igati peptiidi ja sadestati
dietiiiileetris. Peptiidi kuivatati vaakumis {ile66 ning puhastati vedelikkromatograafiga.

Produkti kontrolliti massispektromeetriga.

2.2.3 Komplekside moodustamine

Rakkudes reportergeeni tasemete indutseerimiseks kasutati pLIVE plasmiidi
transporti PF14 vahendusel. Selleks moodustati peptiid/plasmiid partiklid mittekovalentselt.
Partiklid moodustati erinevate laengu suhete (charge ratio, CR; CR2 ja CR4), mis saadi
lisades samale kogusele plasmiidile (0,5ug) erinev kogus peptiidi. Partiklite CRid saadi
teoreetilise arvutuse kdigus, arvestades peptiidi positiivseid laenguid ning pDNA negatiivseid
laneguid. Kompleksid moodustati ruumalas 105ul, kuhu lisati 2,1l pDNAd (0,01pug/ul) ning
nditeks CR2 juures lisati peptiidi 15pp-kontsentratsiooniga 12,2 uM. Komplekse inkubeeriti
45 minutit enne transfekteerimist toatemperatuuril.

Transfektsiooni positiivseks kontrolliks kasutati Lipofectamine 2000
(Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent, Invitrogen, Rootsi). Kompleks segati kokku
kahes osas: esmalt segati kokku 105 pl OptiMEM (Opti-MEM® I Reduced-Serum Medium
1x, Invitrogen, Rootsi) ja 2,6 ul LF2000 (1mg/ml). Eraldi segati kokku 2,1 ul plasmiidi (0,5
ng/ul) ning 105ul OptiMEMI. Peale 15 minutit inkubeerimist segati segud kokku. Uhele

kaevule lisati 100 pl komplekse, kus oli 0,5 ug pDNAG.
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Geeni vaigistamiseks moodustati SISEAP/peptiidi kompleksid. Selleks tehti 100 nM
SIRNA (tabel2) kontsentratsiooniga kompleksid erinevatel sSiRNA/peptiid molaarsuhetel 1:20,
1:30 ja 1:40. Komplekside 1oppruumalaks oli 100 pl. Enne transfektsiooni inkubeeriti
komplekse 45 minutit. Negatiivseks kontrolliks kasutati ebarelevantse geeni vastu suunatud
SIRNALt: Luc2-siRNAt (tabel2) molaarsuhtel 1:30.

Tabel 2. SEAP- ja Luc2-siRNA jérjestused.

Sense 5’-AGG GCA ACU UCC AGA CCA Utt*-3’
SEAP-siRNA

Antisense 5’-AUG GUC UGG AAG UUG CCC uUtt-3°

Sense 5’-GGA CGA GGA CGA GCU CuuU ctt-3°
Luc2-siRNA

Antisense 5’-GAA GUG CUC GUC CUC GUC Ctt-3°

*t — DNA nukleotiid

2.2.4 pDNA/peptiid kompleksidega transfektsioon rakukultuuris

Rakud kiilvati 24-kaevulisele plaadile 50 000 rakku kaevu kohta. Rakkudel lasti
kasvada 24 tundi. Transfektsioonile eelnevalt asendati rakkudel vana s66de uuega (450 pl).
Seejdrel transfekteerimiseks lisati 50 ul komplekse (CR2 ja CR4) voi ekvivalentses koguses
puhast pPDNAd iihe kaecvu kohta. LF2000 puhul lisati so6det 400 ul ja kompleksi 100 pl. 4
tundi peale transfektsiooni lisati rakkudele 1 ml s66det ning inkubeeriti transfekteeritud rakke
24 tundi.

2.2.5 SEAP ekspressiooni mootmine

Kuna SEAP on sekreteeritav valk, saab selle aktiivsust mddta rakusootmest. Selleks, et
modta SEAPi ekspressiooni voeti rakkudelt 50 ul soodet erinevatel ajapunktidel, 4, 24 ja 48
tundi peale transfektsiooni. Seejarel rakud liitisiti, kasutades 0,2% Triton-X-100 lahust 1X
analiiisipuhvris (SensoLyte® Luminescent Secreted Alkaline Phosphatase Reporter Gene

Assay Kit, Anaspec). Liilis toimus 4 °C juures 10 minutit.

SEAP valgu spetsiifiliseks maaramiseks on vajalik kuumutustsiikkel (30 minutit 65 °C,
5 minutit 4 °C ja 5 minutit 25 °C). Kasutatud SEAP aktiivsuse mo3dtmise reagent
(SensoLyte® Luminescent Secreted Alkaline Phosphatase Reporter Gene Assay Kit,
Anaspec) konverteerib SEAP ensiitimi aktiivsuse bioluminestsents-signaaliks, mida saab
lihtsalt mdota luminomeetriga. SEAPI aktiivsust mdddeti kasutades valgeid 96-kaevulisi
plaate (Optiplate 96, PerkinElmer) ning luminomeetrit (GLOMAX). Selleks kanti kaevu 50 ul
proovi, sellele lisati 50 ul fosfataasi substraati, milleks on CSPD, mis fosfaatrithma

eemaldamise jarel muutub ebastabiilseks dioekstaani aniooniks ning laguneb ning kiirgab
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valgust. Segu inkubeeriti 20 minutit vastavalt tootja protokollile ning mdodeti seejarel
luminomeetriga. Proovide SEAP aktiivsus normaliseeriti proovi valgusisalduse suhtes,
kasutades Lowry meetodil pohinevat valgu modtmise reagenti (Bio-Rad DC). Tulemused on
véljendatud suhtelise valgusiihikuna mg valgu (RLU/mg) kohta. Katseid korrati kolm korda
ning igas katses oli kolm tehnilist replikaati.

2.2.6 siRNA/peptiidi kompleksidega topelttransfektsioon

Hep3B rakud kiilvati 24-kaevulisele plaadile, 50 000 rakku kaevu kohta. Rakkudel
lasti kasvada 24 tundi enne transfekteerimist. Rakkudel vahetati so6de enne transfektsiooni
450 pl taissootmega. Transfekteeriti CR2 juures pSEAP/PF14 kompleksidega. Komplekse
inkubeeriti 45 minutit ning lisati 50 pl kaevu kohta. 4 tunni moéddudes lisati 1 ml s6ddet
rakkudele.

24 tunni moodudes transfekteeriti rakke siSEAP/PF14 kompleksidega. Selleks vahetati
rakkudel s66de ning lisati 50 ul siRNA/peptiidi kompleksi. Proovid vdeti rakusdotmest enne
transfektsiooni ning 24 ja 48 tundi pérast siRNA transfektsiooni, samuti voeti proovid
litisitud rakkudest. SEAP1 sisaldust mdddeti samamoodi nagu kirjeldatud punktis 2.2.5.

Katseid korrati kolm korda.

2.2.7 Rakkude elulemuse hindamine

Rakkude elulemuse hindamiseks kasutati MTS proliferation analiiiisi (CellTiter 96
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay, Promega, Rootsi), mis on
kolorimeetriline meetod elusate rakkude hindamiseks. Rakuso6tmesse lisatakse reagenti, mis
rakkude ainevahetuse kédigus muudetakse tihendiks, mille neelduvust on voimalik moota

kolorimeetriliselt.

OCH,COOH OCH,COOH _
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Joonis 3. MTS-i ja formasaani struktuurid
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Selleks, et mdota rakkude elulemust kiilvati 96-kaevulisele plaadile Hep3B rakud (10*
rakku kaevu kohta). 24 tunni méodudes transfekteeriti rakud kasutades pSEAP/PF14 (CR2)
komplekse, pSEAP/LF2000 komplekse ning peale topelttransfektsiooni sSiSEAP/PF14 (MR
1:20, 1:30, 1:40) kompleksidega. 100% elulemust vastab tootlemata rakkude elulemusele.

2.2.8 Reportergeeni ekspresseerimine maksas
K&ik hiirtega lébiviidud protseduurid ning eksperimendid on Kinnitatud Eesti
Eetikakomitee loaga (luba nr. 69 ja 70, 9 veebruar 2011) ning 14bi viidud katseloomadega

tooluba omavate tootajate poolt.

Katsetes kasutati emaseid ning isaseid balb/c hiiri. Esmalt indutseeriti hiirtes SEAPI
ekspressioon. Selleks manustati 3 ml hiidrodiinaamilise siisti lahust (TransIT Delivery
Solution, Mirus), millesse oli lisatud 10ug pSEAPI kodeerivat plasmiidi, hiidrodiinaamiliselt
hiire sabaveeni. Reportergeeni ekspressiooni teket valideeriti ja ekspressiooni kulgu jalgiti

vastavalt eelnevalt nimetatud meetodile punktis 2.2.5.

Peale stabiilse reportergeeni ekspressiooni saavutamist kasutati geenivaigistamiseks
kahte meetodit. Esimese meetodi korral siistiti hiiri PF14/siSEAP MR30 kompleksidega.
Katses kasutati 22 hiirt, kes jaotati nelja rithma — viiele hiirele siistiti komplekse 1 mg/kg ja
viiele hiirele manustatud doos oli 0,5 mg/kg. Viit looma siistiti SiSEAP-ga (1mg/kg), mis ei
olnud kompleksis peptiidiga ning seitsmele loomale siSEAPi ei manustatud. Komplekse

inkubeeriti tund aega, enne siistimist ja manustati koos 5% gliikoosiga sabaveeni kaudu.

Teiseks meetodiks oli PF14 ja p-shSEAP (Invivogen, USA) kompleksid kasutamine. Selleks
segati kompleksid nagu punktis 2.2.3 CR4 juures, kasutades 20ug p-shSEAP (1mg/ml)
PF14ga. Puhas p-shSEAP (20ug) 100 ul MQ vees oli kontrolliks. Komplekse inkubeeriti 1
tund toatemperatuuril ning vahetult enne siistimist lisati gliikoosi (5%). Katses kasutati 14
hiirt (9 isast ja 5 emast), kes jaotati kolme riihma — viiele loomale siistiti plasmiidi, neljale
loomale siistiti peptiidi/plasmiidi komplekse ja viis hiirt jaeti SEAP ekspressiooni kontrolliks
ning neid ei siistitud. Kuu aega peale esimest siistimist manustati hiirtele uuesti

peptiid/pDNA komplekse sama protokolli jargi nagu eelnevalt kirjeldatud.

2.2.9 Vereproovide kogumine ning SEAPi aktiivsuse md6dtmine
Hiirtelt koguti verd reieveenist. Selleks kasutati hepariniseeritud klaas-kapillaare
(Marienfeld, Saksamaa) mille abil kanti veri hepariniseeritud tuubidesse (Microvette 200 LH,

SARSDEDT). Vereseerumi eraldamiseks tsentrifuugiti verd 1000g juures 10 minutit. 5 pl
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proovist mdoddeti SEAP aktiivsust nagu kirjeldatud punktis 2.2.5. Proove koguti 1, 3,7, 9, 14

ja 23ndal péeval peale siistimist.

Koik andmed on esitatud keskmine +/- SEM.

2.3 Tulemused

2.3.1 Transfektsiooni efektiivsus erinevates rakuliinides pSEAP/PF14 partiklitega
pSEAP/PF14 partiklitega transfekteeriti Hep3B rakke ja U87 rakke. Moodustunud
partiklid sisaldavad maksaspetsiifilise ekspressiooniga pLIVE vektoris asuvat SEAP
reportergeeni ning seetdttu on transfektsioon efektiivsem Hep3B rakkudes (joonis 1A). PF14
vahendatud transpordil transfekteerib rakku koige efektiivsemalt kompleks CR2 juures,

edasine peptiidi koguse suurendamine transfektsiooni midra ei tostnud.

4 tundi pérast transfektsiooni ei erine geeniekspressioon erinevalt toodeldud Hep3B
rakkudel pDNAga to6deldud rakkudest, kuid 24 tundi peale transfektsiooni on
geeniekspressioon margatavalt suurenenud rakkudes, mida on to66dedud kompleksidega, mis
sialdavad peptiidi voi LF2000. 48 tunni méodudes on PF14/pDNA komplekside vahendatud
geeniekspressioon suurenenud Hep3B rakkudes iile kiimne korra ning LF2000 puhul iile saja

korra.

U87 rakkude puhul on samuti LF2000-ga transfekteeritud rakkudes SEAPI
ekspressioon suurim, kuid 10 korda vihem, kui Hep3B rakkudes.. U87 rakkudes jai
transfektsioon PF14ne vahendusel samale tasemele kui vaid pDNAga to6deldud rakud, mis

tdhendab, et SEAP ekspressiooni ei indutseeritud rakkudes.

Hep3B O 4h us7

A
B 24h B 0 ah
108 m 4gh 108 0 24h
m 48h
107 107
jo2 j=2}
E g
3106 210°
x x
5 - 5
105 - i _ _[I 10 TI ii .
T —_—
104.__[. 104 -_.
& \et 1% D O s 12 D N
N oé QQ‘ OQ‘ q/gb Q$ & & ((,LQQ
N \f< < %

Joonis 4. SEAP aktiivsused parast transfektsiooni PF14/pSEAP kompleksidega A. Hep3B ja
B. U87 rakuliinides 4, 24 ja 48 tundi peale transfektsiooni
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2.3.2 Topelttransfektsiooni efektiivsus PF14/pSEAP partikleid kasutades

Peale SEAP valgu ekspressiooni indutseerimist PF14/pSEAP CR2 kompleksidega
Hep3B rakkudes, prooviti ekspressiooni vaigistada 24 tundi peale ekspressiooni saavutamist
kasutades PF14/siSEAP partikleid. Vordluseks voeti rakud, kus SEAP ekspressiooni ei
vaigistatud, samuti tootlemata rakud ning rakud, mis said ekvivalentse koguse puhast pDNAd.

Geeni mahareguleerimist on néha alates 24-st tunnist peale sSIRNA kompleksidega
transfekteerimist (joonis 5). Geeni ekspressiooni muutused on SEAPI spetsiifilised, sest

rakkudes, mida t66deldi Luc2 siRNAga on valgu taseme muutus oluliselt vdiksem.

Rakkude elumust hinnati 24 tundi peale topelttransfektsiooni. Rakkudes, mida
transfekteeriti vaid PF14/pSEAP kompleksidega, on elulemus sarnane t66tlemata rakkudega,
iile 95%. Partiklid, kus siRNA ei olnud seotud peptiidiga, jdi rakkude elulemus samuti
tootlemata rakkudega samale tasemele. LF2000, mille transfektsioon oli kiill efektiivsem kui
PF14-1, on rakkudele toksiline, peaaegu 40% rakke on surnud vaid SEAPi indutseerimisel
ning topelttransfektsioonil LF2000/siRNA partiklitega on surnud rakke peaaegu 50%.
Seetottu ei saa kasutada LF2000 geeniekspressiooni tasemete muutmiseks korduval

kasutamisel, sest rakkude elumus on liialt mojutatud.

A Hep3B B Hep3B

[uy
N
a1

150000 [ 24h
@ 48h
125000 3 72h

=
o
(=]

100000

~
al

75000

RLU/mg

Elulemus (%)
[
o

50000

L i dl

Q [9) <2ﬁ’0 Qg’g Q
N Q & N = N Q
A LS S S
12 . NS )
Q,\,D\Q QOQ. b@% R '\,&6\ ((,\/&Q © R
N N N
¢ & &< CE LT
\ 9 12 12
& & & ¥ <
& & & & & &
R N < SRS
N » & NN AN
& &g K

Joonis 5. A - Hep3B rakkudel on indutseeritud SEAP ekspressioon (24 h) ning seejérel on
vaigistatud PF14/siSEAP partiklitega erinevatel molaarsuhetel. Saadud SEAP vaartused oon
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normaliseeritud valgu vastu ja esitatud RLU/mg kohta. B — Topelttransfekteeritud rakkude

elumus, normaliseeritud t66tlemata rakkude vastu

2.3.3 Reportergeeni mahasurumine hiire maksas

Hiirtele, kellel oli varasemalt SEAP ekspressioon indutseeritud, tekkis SEAP
ekspressioon umbkaudu niadalaga. Hiirtele siistiti erinevate doosidega (0,5 mg/kg ja 1 mg/kg)
SISEAP komplekse, et hinnata komplekside efektiivsust geeni vaigistamisel. Kontrolliks
stistiti hiiri ka puhta siSEAPga, et kontrollida peptiidi vajalikkust geeni vaigistamisel.
SISEAP/PF14 komplekse saanud hiirte puhul oli ndha geenivaigistamist, mis joudis
maksimumini 7 paeva pérast siistimist (joonis 6). Seejarel hakkas valgu tase uuesti tdusma,
mis tuleneb RNAi modduvast efektist. Suurema doosi saanud hiirtel oli geeni ekspressioon
vihenenud kuni 60% ja vdiksema doosi saanud hiirtel kuni 55%. Kolme nddala méddudes
stistist on SEAP aktiivsuse tase taastunud esialgsele tasemele. Geeniekspressioon puhta

siRNA siistimisel ei vihenenud vaid kohati isegi suurenes.
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Joonis 6. Hiirte vereseerumist moddetud SEAPI tase parast siSEAP komplekside
manustamist, proovid on vdetud erinevatel ajapunktidel. Tulemused on normaliseeritud

siistimata hiirtelt saadud véaartuste vastu.
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2.3.4 Geeni SEAP mahasurumine pshSEAP ga hiire maksas

Hiirtele, kellel oli varem indutseeritud SEAP ekspressioon, siistiti plasmiid, mis
kodeerib sShSEAP, et sealt kodeeritav ShRNA vaigistaks SEAP geeniekspressiooni maksas.
Kuna DNA on stabiilsem kui RNA, siis piisis plasmiid organismis kauem ning

vaigistamisefekt oli pikem kui siRNA kompleksidega t66tlemise puhul.

SEAP tasemeid modtes oli ndha, et nddala méddudes on kompleksidega siistitud
hiirtes SEAPi aktiivsus vihenenud 60% joudes miinimumini 9. péeval, kui geeni ekspressioon
on ainult 32% (joonis 7). Kahe niddala mé6dudes on pDNA vaigistus jdudnud maksimumini,

ekspressioon on ligikaudu 51% vorreldes hiirtega, kellel ei ole geeni vaigistatud.

Kuu aega peale esimest siistimist, siistiti hiiri veelkord samadel tingimustel. Teise siisti
tulemusel saavutati veel suurem geeni vaigistamine, kuid maksimaalne vaigistamine saabus
jélle nddal peale siistimist, geeniekspressioon oli vaigistatud iile 80%. pDNAga siistitud hiirte

puhul jdi ekspressioon iihtlaselt 50% kuni 60% vahele ning ei langenud rohkem.
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Joonis 7. Vereseerumist moddetud SEAPi tasemes, puhta pshSEAPi vdi pshSEAP/PF14
komplekside manustamised on tahistatud nooltega. Tulemused on normaliseeritud t66tlemata

hiirte vereseerumist saadud véirtuste vastu.
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2.4 Arutelu

Geeniteraapia on potentsiaalne meetod tulevikus mitmete haiguste raviks. Praegu on
takistavaks teguriks efektiivse ja ohutu transportvektori puudumine. Viirusvektorid on
voimelised transportima geneetilist materjali, kuid voivad pohjustada tugevat
immunreaktsiooni ning olla kantserogeense toimega (Bryant jt., 2013). Mitteviiruslikud
vektorid on organismile ohutumad, kuid geneetilise materjali toimetamine rakku ei ole

piisavalt efektiivne.

RSPd pakuvad véimalust nukleiinhapete toimetamiseks rakkudesse ning on
kasutatavad nii in vitro kui in vivo tingimustes. Antud t66s kasutati RSPd PF14, mis on
voimeline moodustama nanokomplekse nii SIRNA kui ka pDNAga ning vdimeline antud
komplekse transportima erinevatesse rakuliinidesse (Ezzat jt., 2012; Veiman jt., 2013). Lisaks
on PF14 vdimeline transportima pDNAG erinevatesse organitesse, seal hulgas maksa ja
indutseerima seal geeniekspressiooni tasemeid (Veiman jt., 2015). Sellest 1dhtuvalt otsustati

uurida tema geeni vaigistamise potentsiaali maksas.

Selleks, et hinnata maksas RNAI-1 pohinevat geenivaigistamist on mitmeid erinevaid
meetodeid. Uheks vdimaluseks oleks kasutada qPCRi, mis vdimaldab vaigistatud geeni
tasemeid moota mRNA tasemel, sealjuures tuleks valideerida ka geenivaigistamine valgu
tasandil, kasutades selleks sobivat meetodit, naiteks western bloti. Selline meetodite

kombinatsioon nduab eelnevalt pdjalikku valideerimist ja optimeerimist.

Teine vdimalus on kasutada reportersiisteemi mis voimaldab kiiresti ja piisava
tundlikkusega médrata geenivaigistamist. Me ei valinud Luc reporterit, sest geeni vaigistamise
ajalise diinaamika maaramiseks puudus eluslooma kuvamisseade. Miruse SEAP vektorist
ekspresseeritud valgu tasemeid on voimalik vereproovist médrata, puudub vajadus
spetsiaalsete seadmete jérele ja seega otsustasime mudeli ehitada sellele reporterile. SEAPI
eelis reportergeenina kasutamisel on lisaks see, et ekspresseeritud valku on lihtne mdéta,
kerge eristada teistest valkudest ning ta on moddetav ka viahese koguse juures (Cullen, 2000).
Kasutades maksaspetsiifilist plasmiidi pLIVE oli geeniekspressioon 10 korda korgem kui
gliooma rakuliinis (joonis 4), sest plasmiidil olev promootor on voimeline avalduma eelkdige

maksarakkudes.

Hiirtes maksas indutseeriti SEAPi ekspressioon kasutades hiidrodiinaamilist siisti. Kui
plisiv SEAP ekspressioon oli saavutatud, alustati siSEAP/PF14 vdi pshSEAP/PF14
komplekside manustamist, mis vaigistasid SEAP geeni ning alandasid valgu ekspressiooni.

SEAP tasemeid jalgiti vereproovidest
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shRNA on voimalik sisestada pDNA vektorisse, mille teoreetiliseks eeliseks on see, et
pDNA siseneb raku tuuma ja jadb sinna episoomina. Sealt saab geen pidevalt ekspresseeruda
ning ei kao rakujagunemise kéigus rakust dra. Seetdttu voib eeldada, et SASEAP vahendatud
geenivaigistamine on piisivam kui siRNA oma, mis jadb vaid raku tsiitoplasmasse ning kaob
rakust aja jooksul. Lisaks pDNA rakku viimisele suudab PF14 moodustada kompleksi ka
siRNAga ning moodustunud kompleks suudab siseneda rakku ning seal bioloogilist efekti
vahendada. Hep3B rakkudes, kus oli SEAP ekspressioon, suutis SiSEAP/PF14 kompleks
vaigistada SEAP geeni ekspressiooni, viies ekspressiooni kaks korda madalamale tasemele
kui rakkudes, kus ekspressiooni ei vaigistatud (Joonis 5a).

Sama transfektsioon viidi 14bi ka in vivo tingimustes, kus SEAP ekspressioon oli
indutseeritud hiidrodiinaamilise slistiga. Geenivaigistamist ndhti nii sSiRNA kui shRNA
kompleksidega. siSEAP/PF14 kompleksidega saavutati maksimaalne vaigistamine 7 pdeva
peale siistimist ning geeni ekspressioon langes kuni 60% (joonis 6). pshSEAP plasmiidi
stistimisel oli geenivaigistus kuni 80% ning kestis kuni kaks nddalat (joonis 7). Nagu ilmnes
katsetes, kestis pshSEAP kompleksidega geenivaigistus kauem kui siSEAP kompleksidega.
Uheks vdimaluseks vdib olla asjaolu, et shSEAPi toodeti pidevalt juurde, kuni plasmiid
rakkudes piisis. Kompleksiga sisse viidud siSEAP enam juurde ei toodetud ning tdendoliselt

on seetdttu vaigistamisperiood lithem.

Geenivaigistamine kasutades PF14 on efektiivne ning tekkivad kompleksid on in vivo
tingimustes kasutamiseks sobivad. Rakkudele tehtud elulemuse katse tdestas, et PF14 on
rakkudele ohutu transportvektor. Antud t60s vélja tootatud reportersiisteem tdestab, et PF14
vahendatud nukleiinhapete transporti maksa vdib edaspidi rakendada ka Kliiniliselt olulise

haigusmudeli puhul.

27



Kokkuvote

Geeniteraapia suurimaks viljakutseks on leida efektiivne ning ohutu transportvektor
nukleiinhapete viimiseks rakkudesse. Uheks potentsiaalseks kandidaadiks vdivad olla rakku

sisenevad peptiidid (RSP).

Antud t66s kasutati RSPd PepFect14, mis on vdimeline moodustama komplekse
plasmiidse DNAga ja lithikese interfereeruva RNAga. Eesmark oli luua mudel geeni
vaigistamiseks maksas ning selle pdhjal hinnata PF14 potentsiaali nukleiinhapete, siRNA ja
pshRNA transportimiseks geenivaigistamise eesmargiga. Selleks loodi esmalt in vitro mudel
kasutades Hep3B rakke. Rakkudes indutseeriti reportergeeni ekspressioon kasutades
maksaspetsiifilist plasmiidi, ning seejdrel vaigistati valgu ekspressioon RNAI vahendusel
kasutades siSEAP/PF14 ja pshSEAP/PF14 komplekse.

Oma t66s olen vilja selgitanud efektiivse meetodi reportergeeni mahasurumiseks hiire
maksas ning seda mudelit saab potentsiaalselt edaspidi kasutada maksaga seotud haiguste

ravis.
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PepFect14 mediated nucleic acid delivery into liver cells for gene silencing

Elin Madli Peets

Summary
Gene therapy has great potential for curing many diseases however there is still difficulty in
transporting nucleic acids which have high molecular weight and negative net charge. For
nucleic acids to have any biological effect, transport vectors are needed. One possible way is
to use cell penetrating peptides (CPPs). CPPs are able to condense nucleic acids and transport
them into cells. In this work, PepFect14 (PF14) was used to transport plasmid DNA and
SiRNA into liver cells. Using SEAP reportergene, a mouse model was created to study gene
silencing using siRNAs and shRNAs. The results showed that both methods were effective,
shRNA lasting longer. This indicates the potential to use such strategy for clinically relevant

disease models.
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