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1 Sissejuhatus

Geeniteraapia voimaldab parandada mitmeid geneetilisi defekte. Transfekteerides rakke
terapeutiliste nukleiinhapetega saab reguleerida tsellulaarseid protsesse ja ravida mitmeid haigusi
nagu naiteks tsiistiline fibroos, Duchenne’i lihasdiistroofia, hemofiilia, pahaloomulised kasvajad
jne. Traditsioonilise geeniteraapia eesmérgiks oli viia rakkudesse valku kodeeriv DNA mis
modifitseeriks voi asendaks defektseid geene. Tdnaseks on arendatud palju nukleiinhapepdhiseid
terapeutilisi thendeid ning geeniteraapia ei ole enam piiratud iiksnes DNA kasutamisega.
Geeniteraapiaks voib kasutada ka siRNA, antisense oligonukleotiide voi miRNAd mis mojutavad
geeniekspresiooni reguleerides post-transkriptsiooni voi translatsiooni. Efektiivseks
geeniteraapiaks peavad nukleiinhaped joudma sihtmérk rakudeni, neisse sisenema ning lilkuma
bioaktiivsuse avaldamiseks vastavasse organelli. Mitmed ekstratsellulaarsed ja intratsellulaarsed
barjadrid takistavad korgmolekulaarsete medikamentide kasutamist (Yu et al 2009, Wang et al
2013, Kole et al 2012).

Nukleiinhapete transfektsiooni efektiivsuse suurendamiseks kasutatakse transportvektoreid.
Uheks vdimaluseks on kasutada rakku sisenevaid peptiide (RSP), mida viimasel ajal on uuritud
ravimivektorina nende suhteliselt madala tsiitotoksilisuse parast. RSP-d on lithikesed amfipaatsed
ja/voi katioonsed peptiidid, mis on vdimelised transportima rakku nii in vitro kui ka in vivo
erineva suurusega molekule (Lindgren & Langel 2011). Paljud eelnevad uuringud RSP-dega on
nédidanud, et peptiidid sisenevad rakkudesse peamiselt endotsiitoosiga. Rakku sisenevate
peptiidide kasutamist piirab eelkodige suhteliselt madal transfektsiooniefektiivsus. Kuna RSP-d
sisenevad rakkudesse endotsiitoosiga, siis on oluliseks probleemiks transfekteeritud iihendite
endosoomidesse akumuleerimine ning degradatsioon liisosoomides (Khalil et al 2006, Xiang et al
2012). Ratsionaalseks transportvektorite disainimiseks ja siinteesiks on oluline teada iihendite

intratsellulaarset saatust.
Selle t60 eesmarkideks on:

1. siinteesida Fmoc tahke faasi peptiidisiinteesi meetodiga rakku sisenev peptiid Nickfect 51
(NF51),
2. uurida rakku siseneva peptiidi NF51 transfekteeritud splaissingut korrekteeriva

oligonukleotiidi transfektsiooni efektiivsust ja bioloogilist aktiivsust in vitro,
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3. hinnata kas ja kui palju NF51 transfekteeritud kargost akumuleerub vesiikulitesse.

2 Ulevaade kirjanduse pohjal

2.1 Rakku sisenevad peptiidid

Rakku sisenevad peptiidid (RSP) on katioonsed voi amfipaatsed kuni 30 aminohappe -
jaagipikkused peptiidid. RSP-d on vdimelised transportima rakku mitmesuguseid bioaktiivseid
tthendeid nagu oligonukleotiidide, peptiide, proteiine, nanopartikleid, liposoome jne. Esimene
avastatud RSP oli Tat, mis eraldati inimese immuundefitsiitsust pohjustavast viirusest. Paar aastat
hiljem leiti, et 4ddikakarbse (Drosophila melanogaster) 60 aminohappeline antennapedia
transkriptsiooni faktori homeodoméin on voimeline penetreeruma rakku, mis viis 16
aminohappelise RSP pentratiini avastamiseni. Katioonsed RSP koosnevad peamiselt arginiini- ja
liisiinijadkidest, amfipaatsed RSP sisaldavad katioonseid liisiine ning nii hiidrofiilseid kui ka
hiidrofoobseid aminohappeid, nditeks transportan (TP), mis on saadud neuropeptiidi galaniini
liitmisel vapsikust saadud toksiini mastoparaaniga (Soomets et al 2000 , Lindgren & Langel
2011). Katioonsetele peptiididele on oluline arginiini guanidiin rithm, mis v3ib interakteeruda
membraani anioonsete gruppidega ning niiteks liisiini homopoliimeerid ei sisene rakku nii
efektiivselt. Eraldatud hiidrofiilsed ja hiidrofoobsed regioonid on amfipaatsetele RSP-ele olulised
a- konformatsiooni moodustamiseks neutraalsel pH-I, mida peetakse oluliseks membraani

destabiliseerimiseks ja rakku sisenemiseks (Patel et al 2007).

Rakku sisenevaid peptide on voimalik jaotada nende paritolu jargi. Rakku sisenevaks peptiidiks
voib-olla valgust saadud jéarjestus. PSP-de voidakse ka konstrueerida, saades nii nn disainitud
RSP-d, niiteks poliiarginiinid. Veel eristatakse kiméérseid peptiide, mis erinevalt disainitud
peptiididest esinevad osaliselt ka looduses, naiteks TP ja selle liihendatud variant transportan 10
(TP10) ja TP10 analoogid Nickfectid ja Pepfectid (Oskolkov et al 2011, Ezzat et al 2011).
Erinevatest klassidest RSP-d on amfipaatsed ja/voi positiivselt lactud ning suudavad erinevaid
molekule rakku viia, kuid samas ei oma mingeid konkreetseid aminohappelisi jéarjestusi
sisenemiseks. Enamikel rakku tungivatel peptiididel on ainult iiks negatiive laeng C-terminuses

ning isegi see voib puududa kui C-terminaalne 16pp on amideeritud. Kuid ka peptiidid, millel on



negatiivseid laenguid véivad kédituda rakku sisenevate peptiididena, nditeks nagu RSP VTS5,

millel on lisaks viiele positiivsele laengule ka neli negatiivset laengut (Zorko & Langel 2005).

2.1.1 Rakku sisenev peptiid transportan ja selle analoogid

Transportan (TP) on 27 aminohappe pikkune amfipaatne rakku sisenev peptiid, mis sisaldab 12
aminohapet neuropeptiidi galaniini N-terminusest ning liisiiniga seotud mastoparaani, mis on
saadud vapsiku (Vespula lewisii) toksiinist (Pooga et al 1998). Kuna TP sisaldab bioaktiivset
neuropeptiidi galaniini, siis tuntakse see peptiid dra galaniini retseptorite poolt. Lisaks inhibeerib
TP tdendoliselt mastoparaanist parit osaga GTPaaside aktiivsust. Galaniini retseptorite afiinsuse
ja G-proteiinide interaktsioonide vihendamiseks ning rakku sisenemise parandamiseks lithendati
N-teminusest transportan kuue aminohappe vorra rakku sisenevaks peptiidiks transportan 10
(Soomets et al 2000). Eelnevad uuringud on ndidanud, et rasvhapete lisamine suurendab rakku
sisenevate peptiidide bioaktiivsust, eriti amfipaatsematel RSP-del (Lehto et al 2011). TP10
hiidrofoobsemaks muutmine rasvhapete lisamisel transfekteerib paremini rakke (Langel et al
2010, Mae et al 2009). Lisades steariiiilhappe TP10 jarjestusele konstrueeriti Pepfect 3, Pepfect 4
ja Pepfect 6 (Andaloussi et al 2011, EL Andaloussi et al 2011). Endosoomidest vabanemise
suurendamiseks seoti kovalentselt steariileeritud TP10 ja Pepfect 14 (PF14) jarjestustele
endosomoliiiitiline trifluorometiiiilkinoliin saades nii vastavalt peptiidid Pepfect 6 ja Pepfect 15
(EL Andaloussi et al 2011, Lindberg et al 2013). PF14 on steartiiilitud TP10 analoog millel on
liisiin ja isoleutsiin asendatud ornitiini ning leutsiiniga (Ezzat et al 2011).

Nickfect 51 (NF51) peptiid konstrueeriti steariiiilitud TP10 jarjestusest muutes peptiidi
hargnevaks ning asendades liisiini ornitiiniga. Modifikatsioonid parandavad peptiidi
transfektsiooni aktiivsust aidates tdendoliselt paremini kondenseerida DNA-d ja vihendades

seerumi proteaasidega toimuvat degradatsiooni (Arukuusk et al 2013).
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Joonis 1. Raku siseneva peptiidi Nickfect 51 (NF51) struktuur. (Arukuusk jt., 2013)

Tabel 1. Rakku sisenev peptiid Transportan ja selle analoogid. Viited peptiididele on toodud tekstis.

Galaniin GWTLNSAGYLLGPHAVGNHRSFSDKNGLTS

Mastoparaan INLKALAALAKKIL

Transportan (TP)  |GWTLNSAGY LLGKINLKALAALAKKIL-NH2

Transportan 10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2

(TP10)

Pepfect 3 steartiil-AGY LLGKINLKALAALAKKIL-NH2

Pepfect 4 AGYLLGK (eNH-steariiiil INLKALAALAKKIL-NH2

Pepfect 6 steariiiil-AGY LLGK (sNH-K(2QN)K(2QN)INLKALAALAKKIL-NH2
Pepfect 14 steariiiil-~AGY LLGKLLOOLAAAALOOLL-NH2

Pepfect 15 steariiiil-AGY LLGK (sNH-K(2QN)K(2QN)LLOOLAAAALOOLL-NH2
Nickfect 51 |(GNH-GLLYGA-steariiiil) OINLKALAALAKKIL-NH2

QN- trifluorometiiilkinoliin, O-ornitiin

2.1.2 Rakku sisenevate peptiidide sisenemismehhanismid

Makromolekulid vdivad siseneda rakku erinevaid teid pidi ning nende iihendite edasine saatus
soltub sageli sisenemismehhanismist. Seega on RSP-de arendamiseks ja efektiivsuse
suurendamiseks oluline teada, mis moodi RSP-de rakku vdetakse (Khalil et al 2006). RSP
kasutavad transpordiks peamiselt endotsiitoosi (Richard et al 2003), kuid samuti vdivad nad
siseneda rakku tungides otse 1abi membraani (joonis 2) (Lindgren & Langel 2011, Trabulo et al
2010). Néidatud on ka, et RSP-d kasutavad rakku sisenemiseks mitmeid mehhanisme
samaaegselt (Lindgren & Langel 2011, Patel et al 2007). Sisenemismehhanism ei ole siiani péris

selge ning see sdltub nii temperatuurist, rakkudest, transporditavast molekulist, RSP-de



omadustest, kontsentratsioonist jne (Lindgren & Langel 2011, Lundin et al 2008, Patel et al 2007,
Stewart et al 2008).

Endotsiitoos on reguleeritud energiast-sdltuv protsess, mille abil sisenevad plasmamembraani
sissesopistumisel paljud makromolekulid ning see on oluline raku normaalseks ainevahetuseks,
arenguks, immunreaktsioonideks, rakkudevaheliseks kommunikatsiooniks, signaali edastamiseks
jne (Conner & Schmid 2003). Endotsiitoosil vaib eristada lahustunud ainete ja vedeliku
sissevottu ehk pinotsiitoosi ning suuremate tihendite puhul, nagu niiteks mikroorganismid voi
surnud rakud, kasutatavat fagotsiiteerimist. Fagotsiitoosi kasutavad spetsialiseerunud rakud,
imetajatel nditeks makrofaagid ja neutrofiilid ning selle kdigus moodustuvad suured, tavaliselt iile
250 nm diameetriga vesiikulid. Enamik eukariiootseid rakke kasutavad pidevalt pinotsiitoosi
lahustunud ainete kéttesaamiseks, moodustuvad vesiikulid ehk pinosoomid, mis on iildiselt
véiksemad kui fagosoomid, umbes 100 nm 1labimddduga (Alberts et al. 2008, Watson et al. 2004).
Pinotsiitoosi kéigus voib tekkida erinevaid vesiikuleid ning kirjeldatud on vihemalt neli erinevat
sisenemisrada: kaveoliin-vahendatud, klatriin-soltuv, klatriin- ja kaveoliin-séltumatu endotsiitoos
ning makropinotsiitoos (Alberts et al. 2008, Watson et al. 2004 , Patel et al 2007). Kdikide nende

endotsiitoosi liikide kasutamist on ndidatud RSP-de sisenemisel rakudesse (Patel et al 2007).

Endotsitoos Otsene sisenemine

itiiia
sinadd
Makropinotsiitoos
M:‘ Membraani destabiliseerimine !
X\ '
} H

Hetkeliste pooride
moodustamine

Klatriin-vahendatud =&
endotsiitoos

! mmssw | Dunamiin

Hit i Kaveoliin
Kaveoliin-vahendatud! : :
i

endotsiitoos )| Klatriin

Kaveoliin/klatriin- : : Rakku sisenev peptiid
s6ltumatu endotsiitoos ; ¢

i Lipiidne kaksikkiht
..... = . i

Joonis 2. RSP-de sisenemine rakku (Tarbulo jt., 2010)



Pinotsiitoosil tekkinud erinevad pinosoomid on erineva suurusega ning vdivad 0ma suurusega
madrata kui suured ithendid nende teel sisenevad. Samuti on nende intratsellulaarne t66tlus
erinev. Klatriiniga kaetud vesiikulid on umbes 100-150 nm diameetriga ning klatriin-vahendatud
endotsiitoosil voivad need varajased endosoomid liituda iiksteisega voi teiste endosoomidega
ning moodutada hiliseid endosoome, mis edasi liituvad liisosoomidega. Samas voib osa
tihenditest viljuda eksotsiitoosiga (Conner & Schmid 2003, Khalil et al 2006, Patel et al 2007).
Kaveoliin-soltuva endotsiitoosi kdigus tekivad vaikesed 50-80 nm 1abimdoduga hiidrofoobsed
kolesterooli- ja gliikkoosfingolipiidirikad membraani mikrodoméaanidega vesiikulid. Kaveoolides
ei toimu olulist hapestumist ning enamus vesiikulitest transporditakse otse Golgi kompleksi
ja/voi endoplasmaatilisse retiikulumi (Conner & Schmid 2003, Khalil et al 2006, Patel et al
2007).

Teatakse Kka teisi Klatriini- ja kaveoliini-sdltumatuid RSP-de sisenemismehhanisme, kuid neid on
viahem uuritud ning nende vesiikulite pinnavalkudest on viahem teada. Klatriini- ja kaveoliini-
sOltumatud sisenemismehhanismiga moodustunud vesiikulid on umbes 90 nm 1&bimddduga.
Klatriini- ja kaveoliini-sdltumatu sisenemisrada voiks olla perspektiivikas endotsiitoosirada RSP-
dega seotud makromolekulidele, kuna klatriin-sdltumatu endotsiitoos on vdhem mdjutatud
lisomaatilise degratatsiooni poolt (Khalil et al 2006). Makropinotsiitoos on aktiinist-sdltuv
endotsiitoosi vorm, mida kasutavad koik rakud kas konstitutiivselt voi indutseeritult
stimulaatoritega, nditeks kasvuhormoonide abil. Filopoodid on diinaamilised aktiinirikkad
membraani viljakasvud, mis vajuvad ning liituvad plasmamembraaniga, tekitades suured (1-5
um) erineva kujuga makropinosoomid. Makropinotsiitoosi protsessis voetakse viga suur hulk
ekstratsellulaarset vedelikku, mille kaudu lahustunud peptiidid vdivad vabalt siseneda rakku.
Makropinosoome peetakse teistest endosoomidest labiilsemateks vesiikuliteks ning sdltuvalt
rakkudest toodeldakse neid erinevalt - makrofaagides liituvad need endosoomid liisosoomidega,
samas kui nditeks HeLa rakkudes nende pH kiill langeb, kuid nad ei liitu liisosoomidega ning
vesiikulite sisu eksotsiiteeritakse rakust vilja (Conner & Schmid 2003, Khalil et al 2006, Patel et
al 2007). Selgitamaks RSP-de translokaliseerumist otse 14bi membraani on pakutud erinevaid
sisenemise viise. RSP-d voivad siseneda rakku erinevat viisi tekitatud hetkeliste pooride
moodustumise 1dbi. Pakutud on RSP-de sisenemist membraani destabiliseerimise abil, niiteks
pooratud mitsellide mudelit, mille kohaselt moodustunud mitsellides piisivad peptiidid
hiidrofiilses keskkonnas kuni nende interaktsioonid membraaniga destabiliseerivad mitselli ning
vabanevad nii tsiitoplasmasse. Lisaks on tdheldatud, et ka interaktsioonid raku membraani
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pinnaga vdivad pohjustada fosfolipiidide imberkorraldust ning hetkeks destabiliseerida nii

plasmamembraani (Patel et al 2007, Trabulo et al 2010).

Rakku sisenenud peptiidide saatus soltub sisenemismehhanismist (joonis 3). Parast otsest
membraani ldbimist voib peptiid seonduda oma sihtmaérgiga tsiitoplasmas, liikuda tuuma voi
hoopis laguneda proteaaside toimel, lisaks voib rakk ka sisenenud RSP eksotsiiteerida.
Endotsiitoosi teel sisenenud RSP v4ib soltuvalt sisenemistiilibist ja peptiidi omadustest laguneda
liisosoomides, véljuda vesiikulitest tsiitoplasmasse, siseneda tuuma, samuti vdidakse peptiid viia
organellidesse voi véljutada rakkudest lagunenult voi puutumatult véliskeskkonda (Patel et al
2007, Stewart et al 2008).

Lisaks sisenemise meetodile soltub RSP-de rakusisene saatus peptiidi omadustest, konjugeeritud
molekulist ja selle liitmise viisist ning kindlasti ka kasutatud rakkudest. Niiteks voidakse
lusiinirohkete jarjestustega peptiidid lagundada proteasoomides, NLS jarjestusega modifitseeritud
peptiidid tuuma transportida ja makrofaagid (erinevalt teistest rakuliinidest) ka makropinsoomide
sisu lagundada (Patel et al 2007, Stewart et al 2008).

‘ RSP/RSP-makromolekul ‘

------- » Ekstratsellulaarne degratatsioon

Endotsttoos

PinotsOtoosi teised
liigid (membraani
sissesopistumisel

Otsene sisenemineg

makropinotsitoos

tekkivad vesiikulid)

—
-

*e
[}
R
<
+

. "
e :
I
I
Tsutoplasmas oleva - O | -~
™ o -
sihtmargiga interakteerumine "t ' Tsutoplasmas oleva
i sihtmargiga interakteerumine
o /
*, s |
A
: ; H
- I\\
&
‘A

Tuuma

" - P
Lisomaatiline degratatsioon ~ akumuleerumine
\

T #  Tsitoplasmas lagundamine

A\

&« .
Golgi kompleks ja/vdi ER R o )
. Rakust valjutamine

(Metaboliitidena v&i puutumata peptiididena)

Joonis 3. RSP-de sihtkoht rakus (Patel jt., 2007).
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Peamiseks probleemiks RSP-de kasutamisel peetakse peptiidide ning nende abil kantud
molekulide vesiikulitesse kinnijadmist. Viike osa vesiikulitega sisenenud ithenditest voib padseda
tanu endosoomide purunemist indutseerivatele tihendite iseloomule voi nditeks ebastabiilsete
makropinosoomide lagunemisele. RSP-de omaduste parandamiseks on hakatud peptiide
modifitseerima. Eelkdige piilitakse parandada RSP vabanemist endosoomidest, kuid
modifitseeritakse ka rakku ja organelli spetsiifiliste peptiide saamiseks, toksilisuse

viahendamiseks, RSP-de stabiliseerimiseks tsiitoplasmas jne (Lindgren & Langel 2011).

2.2 Antisense oligonukleotiidid

Oligonukleotiidid on keemiliselt modifitseeritud voi modifitseerimata lithikesed molekulid mis
on vOimelised hiibridiseeruma spetsiifiliste jirjestustega paljude nukleiinhapete jirjestuste seast.
Oligonukleotiide peetakse potensiaalseks ravimiks. Kuid nende kasutamine on raskendatud kuna
need degradeeritakse kiiresti intratsellulaarsete endo- ja eksonukleaasidega. Antisense
oligonukleotiidid (asON) on tiiiipiliselt lithikesed, 15-20 alusepikused iiheahelalalised
oligonukleotiidid (ON), mis seonduvad komplementaarse mRNA jarjestusega Watson-Cricki
hiibridisatsiooniga (Dias & Stein 2002). AsON-d voivad vaigistada geene posttranskriptsiooni
jargselt steerilise takistamisega voi kasutades RNaas H enstitimi mis degradeerib moodustunud
DNA-RNA kompleksist RNA. Antisense ithendid mis moduleerivad RNA funksiooni steeriliselt
blokeerides raku ensiiiimide ligipddsu RNA-le ei vii sihtmédrk RNA-d lagundamisele. Splaissingut
korrigeerivad oligonukleotiidid (SCO) muudavad pre-mRNA splaissingut blokeerides
splaissinguks olulisi jarjestusi ja takistades pre-mRNA interaktsioone splaissingu faktoritega
splaisosoomis. See voimaldab parandada defektset RNA-d ja/vGi genereerida uute soovitud
omadustega valkude siinteesi mida ei ole vdimalik saavutada teiste antisense mehhanismidega.
Kuna RNA-d blokeerivad oligonukleotiidid ei vaja raku ensiitimidega dratundmist, siis voib neid

palju rohkem keemiliselt modifitseerida (Dias & Stein 2002, Kole et al 2012, Yu et al 2009).

Terapeutiliste oligonukleotiidide kasutamine on piiratud peamiselt oligonukleotiidide
suutmatusest ldbida hiidrofoobset raku membraani. See on ka pohjuseks miks Fomivirsen,

tsiitomegaloviiruse retinise ravimiseks kasutatav antiviraalne tihend ja Pegaptanib, aptameer mida
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kasutatakse maakula (AMD-e ehk age related macular degeneration) raviks, on hetkel ainukesed
lubatud oligonukleotiidsed medikamendid (McGinnis et al 2012). Suurendamaks
oligonukleotiidide bioaktiivsust on neid vdimalik transfekteerida RSP-dega. ON seotakse RSP-
dega kas kovalentselt voi mittekovalentselt. Kovalentselt konjugeerides seotakse ON RSP-ga
keemilise sidemega (néiteks ester-, amiid- voi disulfiidside), enamasti disulfiid sidemega, mis
vabastab kargo ning peptiidi redutseerivas (nditeks tsiitoplasma) keskkonnas. Mittekovalentselt
seotakse oligonukleotiid ja RSP-d elektrostraatiliste ja hiidrofoobsete interaktsioonidega (Margus
et al 2012, Muratovska & Eccles 2004, Stetsenko & Gait 2000, Zorko & Langel 2005).

2.3 Transfekteeritud iihendite intratsellulaarne uurimine

Sisenemismehhanismide uurimine on oluline transportvektorite edasiarendamisel, sest kasutatav
internalisatsioonirada determineerib transfekteeritud molekulide edasise saatuse rakus. Kuna
tihendite internalisatiooni rakkudesse mdjutavad paljud faaktorid (komplekside suurus, kuju,
laeng, kasutatav rakuliin jne.) on sisenemisraja uurimine keeruline (Khalil et al 2006).
Molekulide rakusisese saatuse uurimisel on kasutatud nii erinevate endotsiitoosiradade
inhibiitoreid, mikroskoopilist analiiiisi kui ka subtsellulaarset fraktsioneerimist (Akita et al 2004,
Khalil et al 2006, Watson et al 2005, Xiang et al 2012).

Inhibiitorite kasutamine on iiheks efektiivsemaks meetodiks komplekside
sisenemismehhanismide uurimisel. Samas ei blokeeri iikski inhibiitor ainult {ihte endotsiitoosi
rada. Koik inhibiitorid mdjutavad aktiini tsiitoskeletti vO1 alternatiivseid sisenemisradu ning
nende toime soltub ka kasutatavast rakuliinist. Uldiselt on endotsiitoos energiast sdltuv protsess,
seega on vOimalik seda inhibeerida alandades temperatuuri voi kasutades ATPaase inhibeerivaid
tihendeid (nt naatriumasiid). Naiteks on blokeeritud kargo transporti ER-ist Golgi vorgustikku
alandades temperatuuri 15 °C-ni, sarnaselt inhibeeritakse eksporti trans Golgi vorgustikust 20 °C
juures. Transporti varastest endosoomidest hilistesse inhibeeritakse inkubeerides rakke 16 °C, nii
on voimalik suurendada kargo konsentratsiooni varastes endosoomides. Enamik
transpordimehhanisme blokeeritakse 4 °C juures (Khalil et al 2006, Watson et al 2005, Xiang et
al 2012). Eristamaks fagotsiitoosi ja makropinotsiitoosi klatriini ning kaveoliini vahendatud

endotsiitoosist, blokeeritakse makropinotsiitoosi ja fagotsiitoosi toimumist inhibeerides
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fosfoinositidi metabolismi voi Na'/H* vahendamisega tegelevat valku tsiitoplasmas. Lisaks
vihendatakse fagotsiitoosi ning makropinotsiitoosi toimumist F aktiini depoliimiseerivate
iihendite kasutamisega (nditeks tsiitokalasiin D). Klatriini vahendatud endotsiitoosiraja
inhibeerimiseks kasutatakse hiipertoonilist sahharoosi lahust (0.4-0.5M), kaaliumi
konsentratsiooni vdhendamist voi inhibiitoreid Kloorpromasiin (50—-100 uM) ja
monodansiislkadaveriini (MDC). Samas inhibeerivad need iihendid ka makropinotsiitoosi.
Kaveooli vahendatud sisenemisraja uurimisel kasutatakse kolesterooli seondavaid voi
vidhendavaid iihendeid nagu filipin, niistatiin, genestein ja kolesterooli oksiidaas. Lisaks
kasutatakse endotsiitoosi uurimisel endosoomide kiipsemist ning liitumist liisosoomideks
takistavaid tihendeid nagu néiteks bafilomiitsiin A. Kasutatakse ka klorokiini mis akumuleerub
madala pH tottu vesiikulitesse ja pohjustab osmootse efektiga nende paisumise ning 1dhkemise

(Khalil et al 2006, Watson et al 2005, Xiang et al 2012).

Komplekside intratsellulaarsel jdlgimisel kasutatakse spetsiifilisi bioloogilisi vérve voi
molekulaarseid markereid rakku transfekteeritud iihendite ning organellide samaaegseks
jélgimiseks. Varajaste endosoomide markeerimiseks kasutatakse klassikaliselt transferiini
retseptorit, sest see retseptor transporditakse transferiini sisenemisega moodustunud
vesiikulitesse. Varajaste endosoomide mérgiseks on ka varajase endosoomi antigeen 1 (EEA-1).
Immunbloti analiiiis néitab, et EEA-1 on 180kDa suurune valk mis lokaliseerub tsiitosooli ja
membraani fraktsioonides. Immunfluoresents mikroskoobiga on leitud, et EEA-1 kolokaliseerub
nii Rab5 kui transferiiniga varajastes endosoomides. Liisosoomi markeritena kasutatakse
liisosoomiga seotud tiilip 1 membraani gliikoproteiine LAMP-1 ja LAMP-2-te. Teiseks
enimkasutataivamaks vesiikulite mérgisteks on Rab perekonna valgud. Rab valgud on viikesed
GTPaasid mis kontrollivad mitmesuguseid endotsiitoosiraja etappe (Khalil et al 2006, Watson et
al 2005, Xiang et al 2012). Kdige rohkem on uuritud Rab5 ja Rab7 valke. Rab5 on varajaste
endosoomide marker ning reguleerib plasmamembraani invaginatsiooni ning endosoomide
signaalirada, litkumist ja liitumist. Rab7 kasutatakse hiliste endosoomide ja liisosoomide
margisena ning see valk kontrollib liisosoomide agregatsiooni ja liitumist (Khalil et al 2006,
Watson et al 2005, Xiang et al 2012).

Organellspetsiifilised védrvid on head komplekside ja organellide kolokalisatsiooni
detekteerimiseks. Néiiteks kasutatakse Cell Light varajaste endosoomide ja LysoTracker ning

LysoSensor nimelisi varve liisosoomide spetsiifiliseks varvimiseks. Kombineerides varvimise
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konfokaalmikroskoopia analiiiisiga on voimalik jalgida samaaegselt margistatuid transfekteerituid
tthendeid ning intratsellulaarseid organelle. Samas suudab klassikaline konfokaalmikroskoopia
tehnoloogia analiiiisiks pakkuda nd tihekihilisi pilte mis ei ole piisav rakku sisenevate tihendite
saatuse uurimiseks (Akita et al 2004, Khalil et al 2006, Manunta et al 2007, SEIB et al 2006,
Watson et al 2005, Xiang et al 2012).

Peamiselt on kasutatud rakusiseste tihendite kvantifitseerimisel konfokaalmikroskoopiat ning
subtsellulaarset fraktsioneerimist. Enamik uuringuid jalgimaks molekulide protsessingut rakus on
tanaseni tehtud konfokaalmikroskoobiga. Kuigi see meetod on kiire, piirab selle kasutamist
mikroskoobi optiline resolutsioon ning kvantifitseerimist raskendavad statistilised probleemid,
nditeks viheste rakkude samaaegne uurimisvoimalus. Kasutatud on ka 3-dimensionaalset
integreeritud konfokaal tehnoloogiat (confocal image-assisted three-dimensionally integrated
quantification (CIDIQ)), millega kvantifitseeriti tsiitosoolis, endosoomides/liisosoomides ja
tuumas leiduv DNA. Selleks analiiiisiti jarjestikus saadud z-seerias pilte (Akita et al 2004). Lisaks
on kvantifitseeritud transfekteeritud plasmiide kasutades gPCR-i ning Southern blot-i, kuid nii on
ainult analiitisitud tuuma ja tsiitoplasmasse viidud pDNA-d (Akita et al 2004, Harford &
Bonifacino 2001, Khalil et al 2006, Watson et al 2005, Xiang et al 2012).

Subtsellulaarset fraktsioneerimist on kasutatud palju mitmesuguste eukariiootsete rakkude
organellide uurimiseks. Kasutades erineva geomeetriaga rootoreid ja erinevat meediat on
voimalik suuruse ja/voi tiheduse jargi isoleerida osakesi. Vorreldes mikroskoopiaga on
subtsellulaarne fraktsioneerimine todmahukas, nduab palju kontrolleksperimente ning
fraktsioonide edasist analiiiisi tagamaks, et isoleeritud organellid oleksid diged ja terved. Samas
voimaldab see meetod analiitisida suures hulgas konsentreeritud spetsiifilisi organelle.
Fraktsioneerimisega on kvantifitseeritud erinevate vektorite abil sisseviidud farmakoloogilisi
poliimeere nii in vivo Kui in vitro. Niiteks on analiiiisitud oligoliisiini-RGD ja lutsiferaasi
kodeeriva pDNA kompleksi in vitro (Colin et al. 2000) ja in vitro ning in vivo poliimeeri
poliiamidoamiini intratsellulaarset saatust (Richardson et al. 2010). Alternatiivina
tsentrifuugimisele on kasutatud geelfiltratsiooni. Geelfiltratsiooniga organellide lahutamist piirab
poori suurus. Hetkel on analiiiisitud nii <100 - 200 nm vesiikuleid, kuid samas ei pruugi enamike
organellide pinna laengu tihedus olla analiiiisimiseks piisavalt erinev (Colin et al 2000, Harford
& Bonifacino 2001, Manunta et al 2007, Richardson et al 2010, Wagner et al 1992).
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3 Materjal ja metoodika

3.1 Eesmirgid

Selle to0 eesmarkideks on:

1. siinteesida Fmoc tahke faasi peptiidisiinteesi meetodiga rakku sisenev peptiid Nickfect 51
(NF51),
2. uurida rakku siseneva peptiidi NF51 transfekteeritud splaissingut korrekteeriva

oligonukleotiidi transfektsiooni efektiivsust ja bioloogilist aktiivsust in vitro,

3. hinnata kas ja kui palju transfekteeritud kargost akumuleerub vesiikulitesse mdotes Cy5

mirgistatud oligonukleotiidi fluoresentsi.

3.2 Peptiidide siintees

3.2.1 Peptiidide siinteesi meetod

Rakku sisenev peptiidi NF51 jarjestus siinteesiti késitsi kasutades Fmoc/tBu tahke faasi peptiidi
stinteesi meetodi. NF51 peptiidi valmistamisel kasutati 250 mg 0.41 mmol/g Fmoc-rink amide
MBHA resinit. Siinteesi skaala oli 0.1 mmol. K&iki aminohappeid lisati 5x {ilehulgas ja sidumise
aeg sOltus aminohapetest. Fmoc kaitseriihm eemaldati 20% piperidiini lahusega DMF-is.
Liidetava aminohappe aktiveerimiseks kasutati 0.5M HOBt'i ja 0.5M HBTU lahust ja tertsiaarset
amiini DIEA-d (8x iilehulgas). Kasvava ahelaga peptiidi reageerimata aminoriihmad blokeeriti
HOBt/AcO2 /DIEA/NMP vdi AcO2 /DCM lahusega. Peale iga aminohappe lisamist vdi Fmoc
grupi eemaldamist kontrolliti siineesitava peptiidi vabade aminoriihmade esinemist ninhtidriin

testiga.
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Peptiidi 16ikamiseks kandjalt kasutati TFA/TIS/H20 (95%, 2.5%, 2.5%) lahust, peptiidid
lahustati vees ja dietiilileetris ning liiofiliseeriti. Seejarel puhastati peptiid RP-HPLC-ga ja
fraktsioonid kontrolliti mass-spektromeetriga (MALDI-TOF).

3.2.2 Peptiidide puhastamine poordfaasi-vedelikkromatograafiga

Poordfaasi-vedelikkromatograafia (RP-HPLC) abil lahutatakse molekulid iiksteisest vastavalt
nende hiidrofoobsusele. Peptiidid lahustatakse esmalt lahustis ning surutakse 1dbi kolonni kdrge
rohu all. Poordfaasi puhul on silikageeli pinda t66deldud ja —OH rithmad asendatud
mittepolaarsete rithmadega, néiteks alkaanid ja sellise kolonniga seostuvad mittepolaarsed ained.
Peptiidide analiiiisiks kasutatakse tavaliselt n-alkiiiilsilikaadi-pohiseid sorbente, kust lahustunud
aine elueeritakse kasvavas konsentratsioonis orgaanilise solvendiga nagu atseetonitriili (ACN)
lahusega, mis sisaldab trifluorodadikhapet (TFA-d) (Aguilar et al 2004). ACN kasvav sisaldus
aitab muuta mobiilset faasi (vesi-TFA) vahem polaarsemaks, et soodustada hiidrofoobsemate
tihendite valjumist kolonnist. Seega valjuvad kolonnist lahustunud peptiidid kasvava
hiidrofoobsuse jérgi, peptiidid, mis koosnevad hiidrofiilsematest aminohappejaékidest, tulevad
vilja enne hiidrofoobsemaid.

Peptiid puhastati C4 kolonnis (Phenomenex Jupiter C4, S5um, 300A, 250x10mm) ACN/ 0.1 %
H20 ja TFA/ 0.1 % H20 lahustega, selleks lahustati NF51 20 % ACN/ 0.1 % H20 lahuses ning

kasutati vastavalt lineaarset gradienti 45 min voolukiirusel 5 mL/min.

3.2.3 Siinteesitud peptiidide masside midaramine MALDI-TOF mass-

spektromeetriga

MALDI-TOF (MALDI-TOF MS- Matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry)
massispektromeetria on vdimas tdovahend, mis voimaldab kiirelt ja tipselt kindlaks teha

varieeruva suurusega makromolekulide molekulaarmassi ning iseloomustada iihendite struktuuri

(Pan et al 2007).
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Peptiidi molekulaarmassi analiilisimiseks segatakse véike kogus uuritavat iihendit maatriksiga, o-
tsiilaano-4-hiidroksiikaneel happega [CHCAY]), mis aitab kaitsta proovi lagunemise eest, eraldada
biopoliimeeri molekulid liksteisest ning aidata neelata laserist saadud energiat (Beavis & Chait
1991, Hillenkamp et al 1991). Kui proovid on plaadil kuivanud, siis viiakse need
massispektromeetrisse. Seejarel tekitatakse laseri abil peptiidest ioniseeritud gaas, kus iga
molekul kannab {ihte (valdavalt) voi mitut positiivset laengut. loniseeritud peptiidid kiirendatakse
elektriviljas ning nad lendavad, soltuvalt oma massist ja laengust detektorini - suuremad
molekulid aeglasemalt kui vdiksemad. Analiiiisides iihelaengulisi molekule on voimalik mdota
uuritavate peptiidide massi. Siis arvutatakse analiitidi massi-laengu suhe (m/z), kus igale
detekteeritud ioonile vastab spektris spektrijoon ehk kitsas maksimum. Mass-spektri graafikul on
niha intensiivsus ordinaatteljel ja massi ja laengu (m/z) suhe abstsissteljel (Hillenkamp et al

1991, Pan et al 2007).

3.3 Katsed rakkudega

3.3.1 Rakkude kultiveerimine

Antud t66s kasutati HeLa pLuc705 rakke, mida kasvatati DMEM (Dulbecco’s modified Eagle's
medium), s66tmesse lisati 10 % veise loote seerumit (FBS), 0,1 mM asendatavaid aminohappeid,
1,0 mM naatriumpiiruvaati, 100 IU/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Rakke kasvatati

5% CO2 keskkonnas veeauruga kiillastatud atmosfaéris temperatuuril 37 °C.

3.3.2 SCO transportimine HelLa pluc705 rakkudesse NF51 peptiididga

NF51 peptiidi trasfektsiooniefektiivsust kontrolliti HeLa pluc rakkudel kasutades ON705
oligonukleotiidi lutsiferaasi geeni ekspressiooni suurendamiseks. Kasutatud HelLa pluc rakkudel
on pLuc/705 plasmiid, mis sisaldab lutsiferaasi geeni, mis on katkestatud inimese muteeritud -
globiini introniga. See mutatsioon intronis pdhjustab ebadiget splaissingut lutsiferaasi pre-

MRNA-s ning selle tottu lutsiferaasi translatsiooni ei toimu. Viies HeLa pluc rakkudesse SCO
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(splice-correcting oligonucleotides) oligoribonukleotiid ON-705, mille sihtméargiks on vale

5 splaissingu jarjestus, parandatakse splaissing ning toodetakse diget mRNA-d, millest
ekspresseeritakse funktsionaalne lutsiferaasi valk. Kuna tuuma membraanis on umbes 70 nm
poorid, mille kaudu peaksid lithikesed oligonukleotiidid vabalt sisenema ja kuna splaissing
toimub tuumas, siis lutsiferaasi aktiivsuse suurenemine nditab ON-i transporti tuuma. (Kang et al
1998)

HeLa pluc rakud kiilvati kahte 24-kaevulisse plaati 24 h enne eksperimenti tihedusega 5x10*
rakku kaevu kohta. Katseid rakkudega tehti nii seerumi vabas kui ka tdisso6tmes. PS-2"-OMe
(5’CCUCUUACCUCAGUUACA) SCO segati NF51 peptiidiga molaarsuhtes MR 1:3, 1:5, 1:7 ja
1:10 200nM SCO konsentratsiooniga deioniseeritud vees. Kokku segatud NF51:SCO ruumala
moodustas 1/10 (50 ul) transfektsiooni 10pp-ruumalast (500 pl). Kompleksidel lasti moodustuda
toatemperatuuril 45 min. Enne komplekside pealekandmist vahetati rakudelt s66de. Positiivse
kontrollina kasutati lipiidpdhist transfektsiooni iihendit Lipofectamine™ 2000 ning negatiivsena
tootlemata rakke. Lipofectamine™ 2000 puhul valmistati kompleksid vastavalt tootja
protokollile (Promega, USA). Komplekside kogunemist endotsiitootilistesse vesiikulitesse hinnati
transfekteerides rakke klorokiini juuresolekul (100 uM). Rakke inkubeeriti 4h, lisati s66de ning
inkubeeriti tdiiendavalt 20h ning pesti PBS iihekordse lahusega ja liiiisiti 30 min 4°C juures,
kasutades 100 pl 0.1% Triton X-100 lahust HKR puhvris (Sigma-Aldrich).

Lutsiferaasi aktiivsuse mootmiseks kasutati Promega'’s luciferase assay system GloMax™ 96
microplate luminometeetri jaoks (Promega, Sweden). Luminessentsi modtmisel saadud andmed
normaliseeriti valgusisalduse kasutades DC valgumaaramise Kitti (Bio-Rad Laboratories, Inc,
USA).
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3.3.3 Vesiikulite fraktsioneerimine

HeLa pluc rakud kiilvati Petri tassi tihedusega, et konfluentsus oleks jargmiseks paevaks 70-75%.
Katseid rakkudega tehti seerumivabas sddtmes. Cy5-PS-2 -OMe (5°Cy5-
CCUCUUACCUCAGUUACA) SCO segati NF51 peptiidiga molaarsuhtes 1:7 deioniseeritud
vees. Petri tassi jaoks moodustati molaarsussuhe (MR) 1:7 (Cy5-SCO: NF51) ja kasutatud
oligonukleotiididi konsentratsioon Petri tassi kohta oli 400nM. Komplekse moodustati
toatemperatuuril 45 min inkubeerides. Enne pealekandmist vahetati HeLa pluc 705 rakudelt
so0de. Rakke transfekteeriti kompleksiga, inkubeeriti vastav aeg (10 min v3i 4h), eemaldati ning
sdilitati seerumvaba s60de, pesti PBS puhvriga ning t66deldi 2-3 min triipsiiniga. Seejérel lisati
rakkudele tdiss6ode ning tsentrifuugiti 4 min 4°C 200xg juures. Pealt eemaldatud supernatant
segati eelnevalt eemaldatud PBS-iga ning siilitati analiiiisiks. Sadenenud rakud suspendeeriti 1,5
ml Percolli puhvriga (0,25 M sahharoos, 3 mM imidasool ja 0,5 MM EDTA, pH 7,4) ning
tsentrifuugiti pdhja 5 min 4°C 200xg juures. Sadenenud rakudelt eemaldati supernatant, lisati 1
ml Percolli puhvrit ning rakud homogeniseeriti kasutades 27G ndelaga 1 ml siistalt. Rakkude
lisaati kontrolliti faaskontrastmikroskoobi all. Terved rakud ja tuumad sadestati tsentrifuugides
10 min 600xg juures. 0,9 ml postnukleaarsele supernatandile (PNS) lisati peale 7,8 ml Percolli
puhvrit, 2,2 ml 90% Percolli lahust sahharoosis ja 0,2 ml veise seerumi albumiini (BSA).
Gradiendi tuubi valmistamiseks tdsteti Percolli-PNS segu ettevaatlikult 2,5M sahharoosile ja
ultratsentrifuugiti swing-out SW41 Ti rootoriga 22 000 rpm 4°C juures 2 h (Beckman Optima
LE-80K). Koik fraktsioonid koguti kasutades peristaltilist pumpa (Pharmacia P1).
Fraktsioonidele lisati Triton X 100 0,5% lahuse saamiseks ning fluoresentsi moddeti duplikaadis
kasutades lainepikusi 620/670 nm. Fluorestsentsi moddeti, kasutades Biotek Synergy Mx
mikroplaadilugejat (BioTek Instruments, Inc., USA). Tuumade fraktsioone analiiiisiti et al Colin
artikli jargi (Colin et al 2000). Luminessentsi ning fluorestsentsi mootmisel saadud andmed
normaliseeriti valgusisalduse alusel kasutades DC valgumaaramisekitti (Bio-Rad Laboratories,
Inc, USA).

19



4 Tulemused

4.1 NFS5I1 siintees

Rakku siseneva peptiidi NF51 jérjestus siinteesiti késitsi kasutades Fmoc/tBu tahke faasi peptiidi
stinteesi meetodi. NF51 peptiidi valmistamisel kasutati 250 mg 0.41 mmol/g Fmoc-rink amide
MBHA resinit. Siinteesi skaala oli 0,1 mmol. NF51 peptiid puhastati RP-HPLC-ga ja fraktsioonid
kontrolliti mass-spektromeetriga (MALDI-TOF). Puhast peptiidi saadi 12 mg, iilejddnud
fraktsioonid séilitati korduvaks puhastamiseks. Massispekter ja RP-HPLC kromatogramm on

toodud lisas (vastavalt lisa 1 ja lisa 2).

4.2 NF51 peptiid ja SCO akumuleeruvad endosoomidesse

Peptiidse vektori bioloogilise aktiivsuse kontrollimiseks transfekteeriti HeLa pluc705 rakke nii
seerumiga kui seerumita s66tmes ON705 oligonukleotiidiga. Komplekside kogunemist
endotsiitootilistesse vesiikulitesse hinnati transfekteerides rake klorokiini juuresolekul.
Lipofectamine 2000 transfekteeris seerumiga s66tmes efektiivsemalt HeLa pluc 705 rakke kui
NF51. Klorokiiniga koinkubeerides tdusis NF51:SCO bioaktiivsus mérgatavalt, olles vdiksemate
molaarsussuhete juures peaaegu kaks korda efektiivsem kui Lipofectamine 2000 korral (Joonis 4,
5). Varreldes klorokiiniga tootlemata NF51 kompleksi transfektsiooniga detekteeriti
luminotsentsi oluliselt rohkem liisomotroofse klorokiiniga, NF51 bioaktiivsus tdusis madalamatel

molaarsussuhete kasutamisel 4-5 ning MR10 juures isegi 16 korda. (Joonis 5, 6)
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transfektsioon NF51-ga
seerumiga sd6tmes.
Tulemused on normaliseeritud
tootlemata rakkudega.Hel a
pluc 705 rakke inkubeeriti
vastava molaarsussuhtega
NF51:SCO kompleksiga 4h,
vahetati s66de ning inkubeeriti
bioaktiivsuse modtmiseks veel
tdiendavalt 20h. Kontrollina
kasutati Lipofectamine 2000.
Lisatud (+CQ) néitab
NF51:SCO ko-transfektsiooni
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Lipofectamine NF51/Lipofectamine
Seerum+s6ode NF51 Lipofectamine 2000 | 2000/NF51 2000
NF 51 MR 3 35,06 114,82 3,27 0,31
NF 51 MR 5 46,99 114,82 2,44 0,41
NF 51 MR 7 42,60 114,82 2,70 0,37
NF 51 MR 10 7,91 114,82 14,52 0,07
NF 51 MR 3 (+CQ) 185,43 114,82 0,62 1,61
NF 51 MR 5 (+CQ) 190,36 114,82 0,60 1,66
NF 51 MR 7 (+CQ) 180,15 114,82 0,64 1,57
NF 51 MR 10 (+CQ) 130,03 114,82 0,88 1,13

Joonis 5. Erinevad bioaktiivsuse suhted seerumiga sddtmes vorreldes to6tlemata rakkudega NF51 ja Lipofectamine

2000-ga. Tulemused on normaliseeritud valgu suhtes ja siis tootlemata rakkudega detekteeritud signaaliga.
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Splaissingu korrektsioon (normaliseeritud to6tlemata rakudega)

Seerumiga s66de NF51(+CQ)/NF51

NF 51 MR 3 5,29
NF 51 MR 5 4,05
NF 51 MR 7 4,23
NF 51 MR 10 16,44

Joonis 6. Bioaktiivsuse suhe seerumiga s66tmes NF51:SCO ko-transfektsioonil klorokiiniga ja NF51:SCO

kompleksi vahel. Tulemused on normaliseeritud valgu suhtes ning siis td6tlemata rakkudega detekteeritud

signaaliga.

Seerumita sootmes oli NF51 transfektsiooni aktiivsus suuremate molaarsusuhetega (MR7 ja

MR10) efektiivsem kui Lipofectamine 2000.(Joonis 7, 8) Bioaktiivsus suurenes klorokiiniga

veelgi, viljaarvatud MR 10 korral, kus splaissingu korrektsioonivdime kahanes hoopis. See on

toendoliselt klorokiini toksilisuse tSttu. (Joonis 9) Seerumivabas s66tmes kahanes NF51

kompleksi transfektsioon klorokiini lisamisel molaarsussuhte suurenemisega.

3001

200+ -
l_-n
100+
0 gt gt ————— gl
m v 9~ o o o o =B = = =
r x x d o o oo o
= = = ¢ %5 3 ° ¢ ¢ g ¢
5 ©® x &
r x x @d
222%

200 nM 2'-OMe ON

22

Joonis 7. SCO (200 nM)
transfektsioon NF51-ga seerumita
s66tmes. Tulemused on
normaliseeritud to6tlemata
rakkudega. HelL a pluc 705 rakke
inkubeeriti vastava
molaarsussuhtega NF51:SCO
kompleksiga 4h, vahetati s66de ning
inkubeeriti bioaktiivsuse
modtmiseks veel tdiendavalt 20h.
Kontrollina kasutati Lipofectamine
2000.

Lisatud (+CQ) nditab NF51:SCO
ko-transfektsiooni klorokiiniga
seerumita so0tmes erinevate MR

juures.



Lipofectamine

NF51/Lipofectamine

Seerumita s66de NF51 Lipofectamine 2000 | 2000/NF51 2000

NF 51 MR 3 45,54 123,34 2,71 0,37
NF 51 MR 5 101,92 123,34 1,21 0,83
NF 51 MR 7 132,91 123,34 0,93 1,08
NF 51 MR 10 151,52 123,34 0,81 1,23
NF 51 MR 3 (+CQ) 162,3 123,34 0,76 1,32
NF 51 MR 5 (+CQ) 200 123,34 0,62 1,62
NF 51 MR 7 (+CQ) 160,55 123,34 0,77 1,30
NF 51 MR 10 (+CQ) 122,83 123,34 1,00 1,00

Joonis 8. Erinevad bioaktiivsuse suhted seerumita s66tmes vorreldes tootlemata rakkudega NF51 ja Lipofectamine

2000-ga. Tulemused on normaliseeritud valgu suhtes ja siis tootlemata rakkudega detekteeritud signaaliga.

Seerumita s66de NF51(+CQ)/NF51
NF 51 MR 3 3,56
NF 51 MR 5 1,96
NF 51 MR 7 1,21
NF 51 MR 10 0,81

Joonis 9. . Bioaktiivsuse suhe seerumita s66tmes NF51:SCO ko-transfektsioonil klorokiiniga ja NF51:SCO

kompleksi vahel. Tulemused on normaliseeritud valgu suhtes ning siis to6tlemata rakkudega detekteeritud

signaaliga.

Antud informatsiooni pohjal valiti edasiseks uurimiseks MR7, kuna selle molaarsussuhtega oli

seerumiga sé0tmes bioaktiivsus paremini detekteeritav ning samas suurendas klorokiiniga tootlus

oluliselt vesiikulitest vabanemist.

4.3 TP10 analoogide PF14 ja NF51 oligonukleotiidiga kompleksidel

on hilisem bioaktiivsus vérreldes Lipofectamine 2000-ga

Subtsellulaarse fraktsioneerimise kdigus analiiiisiti parast tuumade sadestamist HeLa pluc705

rakkude tsiitoplasmaatilist osa, et hinnata erinevate vektorite bioaktiivsust. Selleks mdddeti

splaissingu parandamisega seotud luminessentsi. Tulemused normaliseeriti valgusisalduse jargi

(vt meetod). Kontrollina kasutati rakku siseneva peptiidi TP10 analoogi Pepfect 14 (PF14) ja

Lipofectamine 2000. Parast 4h inkubeerides oli Lipofectamine 2000 bioaktiivsus vorreldes

tootlemata rakkudega 5 korda suurem, NF51 3 korda ja PF14 peptiidiga transfekteerides kdigest

1,5 korda suurem (Joonis 10).
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Splaissingu korrektsioon seerumita s66tmes NF51 ja PF14 peptiidide ja
Lipofectamine 2000-ga
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Joonis 10. NF51, PF14 ja Lipofectamine 2000 komplekside bioloogiline aktiivsus erinevatel ajapunktidel.
Peptiidsete vektoritega kasutatid 400nM SCO-Cy5 ja Lipofectamine 2000 transfekteerimisel 200nM
oligonukleiinhappe konsentratsiooni. Analiiiisiti tsiitoplasmaatilist osa ja normaliseeriti valgumodtmise ning

tootlemata rakkudega saadud andmete abil.
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4.4 Subtsellulaarne fraktsioneerimine viitab NF51 transfekteeritud

Cy5-SCO kogunemisele hilistesse endoliisosoomidesse

Endotsiitootiliste vesiikulite isoleerimiseks kasutati subtsellulaarset fraktsioneerimist. HeLa
pluc705 rakke transfekteeriti NF51 ja Cy5 maérgistatud splaissingut parandava
oligonukleotiidiga. Rakke transfekteeriti 10 min ja 4h. Kontrollidena kasutati TP10 peptiidi
analoogi PepFect 14 ja Lipofectamine 2000. Parast rakuliisaadi tsentrifuugimist koguti
peristaltilise pumbaga erineva tihedusega fraktsioonid (Frl->Fr14, fraktsiooni nr kasvamisel
tihedus viaheneb), mida analiitisiti mootes Cy5 fluoresentsi. Tihedamad fraktsioonid peaksid
sisaldama hiliseid endoliisosoome, kergemad varajasi endosoome ning vihemtihedad tilemised
fraktsioonid 13 ja 14 vdiksid sisaldada homogeniseeritud rakude tsiitoplasmaatilist osa.
Fraktsioonide kontrolliks kasutatkse enamasti Western bloti, enstimaatilisi reaktsioone ja
transmisiooni elektronmikroskoobiat. Jooniselt vib néha, et 10 min NF51 kompleksi
inkubatsiooniga on suurem osa detekteeritud oligonukleotiididst vélismeedias ja PBS
loputuslahuses vai vahemtihedates fraktsioonides (fr 10-13). Pikendades transfektsiooni aega
nelja tunnini nihkus detekteeritud fluoresentsi signaal tihedamatesse fraktsioonidesse (fr 1-5).
Samaaegselt vihenes vilissootmes ja PBS pesulahuses detekteeritud Cy5-SCO ning suurenes
signaal fraktsioonides 13 ja 14, mis oma tiheduse jargi voiksid ndidata tsiitoplasmasse joudnud
oligonukleotiidide hulka. Suur osa oligonukleotiididest jadb ka PF14 ja Lipofectamine 2000
transfekteerides hilistesse endosoomidesse. Samuti jadb suur osa nukleiinhapest transfekteerimata
vélismeediasse ja PBS lahusesse. Peptiidsed transfektsiooniagendid paistsid kogunevat suuremas
hulgas tuumadesse vorreldes Lipofectamine 2000-ga, aga jarelduste tegemiseks oleks vaja

tdpsemat detektsioonimehhanismi.
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HelLa pluc 705 rakude transfektsioon NF51 ja PF14 peptiididega ja Lipofectamine 2000-ga seerumita
s66tmes
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Joonis 11. Transfektsioonijérgsed rakuliisaadi fraktsioonid. Fraktsiooni nr kasvamisega fraktsiooni tihedus véheneb.
HeLa pluc 705 rakke inkubeeriti NF51:Cy5-SCO kompleksi (MR7:1), PF14:Cy5-SCO (MR5:1) ja Lipofectamine
2000:Cy5-SCO kompleksiga seerumita s66tmes. Sulgudes on margitud oligonukleotiidide konsentratsioon.
Analiiiisiti ka tuumas, seerumita vilisso6tmes (SFM) ja PBS-iga pestud lahuses (PBS pesu) sisalduvat mérgistatud
oligonukleotiidi konsentratsiooni. Tootlemata rakuliisaadi fraktsioonid on téhistatud UT. Fraktsioonide kirjeldus

tekstis.

Kontrollimaks Cy5-ga mérgistatud oligonukleotiidi detekteerimise efektiivsust inkubeeriti HeLa
pluc705 rakke seerumiga ning seerumita so6tmes NF51:Cy5-SCO kompleksiga. Rakud toodeldi
vastavalt meetodis toodud protokollile, ultratsentrifuugiti ning saadud fraktsioone analiiiisiti
fluoromeetriga. Esmalt kasutati seerumiga s6ddet ning 200 NM maérgistatud SCO
konsentratsiooni. Detekteerimise ebadnnestumise jarel suurendati kasutatavat Cy5-SCO
konsentratsiooni 400 nM Kkonsentratsioonini ja katse sooritati seerumita s66tmes. Antud
eksperimendi sooritamine nditas samuti detekteerimise piiratust. Arvatavasti segavad Percolli
osakesed samuti tépset kvantifitseerimist. Kontrolliks lisati to6tlemata rakkude fraktsiooni 6,4
nmol Cy5-SCO-d (Joonis 12). Kuigi Cy5 margis on valkudest suhteliselt hésti eristatav emisiooni
spekter on kasutatav oligonukleotiidi konsentratsioon fraktsioonidesse jagatult tdendoliselt liiga
madal tdpseks detekteerimiseks. Edasisi katseid tuleb tdendoliselt teha kasutatades radioaktiivselt

margistatud oligonukleotiide.
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Hela pluc 705 rakkude transfektsioon NF51 ja Lipofectamine 2000-ga seerumiga s66tmes
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HelLa pluc 705 rakkude transfektsioon NF51 ja Lipofectamine 2000-ga
seerumita s66tmes
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Joonis 12. Subtsellulaarse fraktsioneerimisega saadud rakuliisaadi fraktsioonid NF51:Cy5-SCO kompleksiga (MR7)
transfekteerides a. Seerumiga so6tmes (FM) inkubeeritud 200 nM Cy-5-SCO konsentratsiooniga saadud tulemused.
b. Seerumita s66tmes (SFM) 400nM oligonukleotiidi konsentratsiooniga inkubeeritutud katsega saadud
tulemused.Kontrolliks on tootlemata raku fraktsioonidele (UT) lisatud 6.4 nmol Cy5-SCO-d.
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5 Arutelu

Paljud eelnevad uuringud RSP-dega on niidanud, et peptiidid sisenevad rakkudesse kasutades
peamiselt endotsiitoosi. Peptiidi ja kargo akumuleerumine vesiikulitesse vahendab oluliselt nende
bioaktiivsust. Prof. Langeli toogrupp on eelnevalt ndidanud, et TP10 ja selle analoogide RSP-de
transfektsiooni inhibeerivad mitmed endotsiitoosiraja inhibiitorid. Seega on endotsiitoos tdendoliselt
peamiseks sisenemismehhanismiks ka antud t66s kasutatud peptiidel ja endotsiitoosijargne
endosoomidesse kogunemine v3ib vihendada transfekteeritud tihendite aktiivsust (Ezzat et al 2011,
Lundin et al 2008, Méger et al 2010, Oskolkov et al 2011).

Endotsiitoosi tagajirel vesiikulitesse kogunenud molekule on voimalik vabastada tsiitoplasmasse
klorokiiniga. Klorokiin akumuleerub madala pH tottu endosoomidesse ja pdohjustab osmootse
efektiga nende paisumise ning 15hkemise (Khalil et al 2006, Wagner et al 1992, Wattiaux et al
2000). Klorokiini kasutamine suurendab véga paljude erinevate vektorite geeniekspresiooni
(Erbacher et al 1996, Legendre & Szoka Jr 1992, Midoux et al 1993, Wagner et al 1992). Hindamaks
endosoomidesse kinnijadnud NF51:SCO kompleksi hulka kasutati trasfektsiooni uurimisel 100 uM
13ppkonsentratsiooniga klorokiini to6tlust. NF51 peptiidi SCO transfektsiooni efektiivsust hinnati
Shin-Hong Kang viljatootatud splaissingut parandava meetodi abil (Kang et al 1998).

Klorokiiniga koinkubeerimine suurendas nii seerumiga kui seerumita so6tmes NF51:SCO
kompleksi bioloogilist aktiivsust. Suurematel molaarsussuhetega (MR7 ja MR10) transfekteeris
NF51 seerumita sodtmes Hela pluc 705 rakke paremini kui Lipofectamine 2000 ka ilma
Klorokiinita. Seerumiga s66tmes kahanes suurematel molaarsususuhetega NF51 kompleksi
bioaktiivsus. Selline transfektsiooni efektiivsuse vdhenemine voibolla seotud suurema hulga
ithendite kinnijddmisest endosoomidesse. Samuti on ndidatud, et suurema konsentratsiooniga
katioonsete poliimeersete vektorite inkubatsiooniga vdivad poliimeerid tdiendavaid sisenemisradu
kasutada, mida madalamate konsentratsioonide juures ei kasutata (Jiao et al 2009). Suurima
katsetatud molaarsussuhte juures langes klorokiini lisamisel splaissingu parandamisvéime ka
seerumivabas s66tmes (MR10 juures NF51 kompleks +CQ / NF51 kompleksi suhe oli 0,8).
Peptiidse kompleksi bioaktiivsuse vihenemine vGibolla seotud nii klorokiini kui ka monigasel
madral peptiidi toksilisusega. Toksilisust v3ib suurendada kahe {ihendi koinkubatsioon

seerumivabas s60tmes. Edasiseks uurimiseks valiti NF51 kompleksi MR7, kuna selle
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molaarsussuhtega oli seerumiga s66tmes bioaktiivsus paremini detekteeritav ning samas

suurendas klorokiiniga to6tlus oluliselt vesiikulitest vabanemist.

Seega niitab antud eksperiment, et NF51:SCO kompleks akumuleerub vesiikulitesse ning
klorokiiniga to6tlus suurendab {ihendite padsemist tsiitoplasmasse ning edasist bioaktiivsust.
NF51:SCO endosoomidesse kogunemist néditavad ka elektronmikroskoopiaga saadud andmed
(Arukuusk et al 2013).

Hindamaks paremini endotsiitootilistesse vesiikulitesse kinnijadanud oligonukleotiidi hulka
isoleeriti vesiikulid subtsellulaarse fraktsioneerimisega. Enne saadud fraktsioonide uurimist
analliiisiti ka tsiitoplasma osa bioaktiivsust erinevatel ajapunktidel. Kontrollidena kasutati TP10
analoogi Pepfect 14 ja Lipofectamine 2000. Selline bioaktiivsuse katse néitas peptiidsetevektorite
hilisemat bioaktiivsust vorreldes Lipofectamine 2000-ga. Pérast 4h oli Lipofectamine 2000
bioaktiivsus vorreldes to6tlemata rakkudega viis korda suurem, NF51 kolm ja PF14 peptiidiga
transfekteerides kdigest poolteist korda suurem. See voib olla seotud nii moodustunud
komplekside erinevast fiisiokeemilisest omadustest, erinevatest rakku sisenemise mehhanismidest
kui ka peptiidsete vektorite rohkemat esialgset vesiikulitesse kinnijadmist.

Sest eelnevad katsed on ndidanud, et nii NF51 kui PF14 on pérast 4h seerumivabas s66tmes
transfekteerides ja selle jargselt 20h inkubatsiooni seerumiga s66tmes efektiivsemad kui
Lipofectamine 2000 (Ezzat et al 2011).
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Joonis 13. PF14:SCO transfekteerimine erineva MR juures seerumivabas s66tmes 4h + inkubatsioon 20h seerumiga
sootmes. PF14 transfekteerib Lipofectamine 2000-ist efektiivsemalt HeLa pluc 705 rakke (Ezzat jt, 2011).

Vesiikulite isoleerimisel saadud tulemus néitas samuti NF51 transfekteeritud SCO kogunemist ja
kinnijadmist endosoomidesse. Seega modifitseerides NF51 ratsionaalselt endosomoliiiitilisemaks,
nagu seda on tehtud néiteks TP10 analoogide Pepfect 6 ja Pepfect 15-ga millele on vastavalt
steartileeritud TP10 voi PF14 jérjestusele lisatud kovalentselt trifluorometiiiilkinoliin
(endosomoliiiitiline klorokiini analoog), voiks NF51 transfektsiooniefektiivsust oluliselt
parandada (Cheng et al 2006, EL Andaloussi et al 2011, Lindberg et al 2013).

Subtsellulaarse fraktsioneerimisega saadud fraktsioonide analiitisimine osutus probleemseks.
200nM margistatud oligonukleotiidi konsentratsiooni juures ja seerumiga sé6tmes, kus
transfektsiooni efektiivsus on madalam, ei suudetud statistiliselt oluliselt midagi detekteerida.
Suurendades oligonukleotiidi konsentratsiooni (400 nM) ja vahetades katse s66tme seerumivaba
s0otmega oli voimalik ndha fluoresentsi signaali nihkumist tthedamatesse fraktsioonidesse

(hilised endoliisosoomid), kuid védiksemaid muutusi ei ole voimalik ka nii detekteerida.

Uheahelaliste oligonukleotiidide kvantifitseerimine viikeses konsentratsioonis on iisna keeruline.
Uheks vdimaluseks on kasutada analiiiitilist poordfaasi kdrgrohu vedelikkromatokraafiat, kuid
arvatavasti segavad Percolli osakesed analiitisimist. Percolli tsentrifuugimine vahendaks

kvantifitseerimise tapsust, kuna to6tlemise kaigus laheb kaduma ka vesiikuleid (Percoll,
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Amersham Biosciences). Probleemiks jadvad tsentrifuugimisjargselt ka valgud, mis voivad
ummistada oligonukleotiidide analiitisimiseks eraldi modifitseeritud kolonne. Samas valkude
eemaldamine iiksikutest fraktsioonidest kahandab oligonukleotiidide konsentratsiooni veelgi (RP-
HPLC) (Arora et al 2002, Chen et al 1997, McGinnis et al 2012, Raynaud et al 1997). Percolli
saab eemaldada ka filtreerides kuid see lahjendaks oligonukleotiidide konsentratsiooni. Samuti
voiks proovida analiiiisida fraktsioone immunoloogiliselt. Viimast meetodi on siiski valdavalt
kasutatud valkude detekteerimiseks ning oligonukleotiidide eriparast on neid raske valkude jaoks
valjatootatud meetodidega kasutada. Néiteks juba nukleiinhapete plaadile kinnitamiseks tuleks

neid modifitseerida (Integrated DNA Technologies).

Seega niitas subtsellulaarne fraktsioneerimise katse, et NF51 transfekteeritud SCO tundub
kogunevat endoliisosoomidesse- fluoresents suurenes 10 min inkubatsiooni pikenemisel nelja
tunnini tihedamates fraktsioonides tile seitsme korra- kuid tdpsemaks uurimiseks on tdenéoliselt
vaja siiski kasutada radioloogiliselt mérgistatud nukleiinhappeid. Samuti on vaja koik
fraktsioonid iile kontrollida. Seda vdiks teha Western blotiga, analoogiliselt et al Tjelle toole,
ensiimaatiliselt ja ka elektronmikroskoopiaga (Colin et al 2000, Manunta et al 2007, Richardson
et al 2010, SEIB et al 2006, Tjelle et al 1996). Kindlasti on tulevikus vaja sooritada katseid
paraleelselt ka 4°C juures, et nii saada adekvaatsemat informatsiooni membraaniga seondunud
komplekside kohta, mis kindlasti mdjutavad tulemusi. Uurida vdiks ka erinevate endotsiitootiliste
inhibiitorite toimet, et modista paremini transfekteeritud oligonukleotiidi edasist endotsiitootilist

tootlust.
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6 Kokkuvote

Rakku sisenevad peptiidid on lithikesed molekulid, mis on véimelised labima bioloogilisi
membraane ja kandma mitmesuguseid terapeutilisi tihendeid rakku. Rakku sisenevate peptiidide
peamiseks sisenemismehhanismiks peetakse endotsiitoosi. Peptiidide efektiivset kasutamist
limiteerib transfekteeritud molekulide kinnijadmine moodustunud intratellulaarsetesse
vesiikulitesse. Seega aitab transfekteeritud oligonukleotiidi intratsellulaarse to6tluse kohta saadud
informatsioon tulevikus konstrueerida efektiivsemaid oligoterapeutilisi komplekse rakku

sisenevate peptiididega.

Kéesolevas to0s slinteesiti Fmoc tahke faasi peptiidi siinteesi meetodiga rakku sisenev peptiid
Nickfect 51 ning uuriti peptiidiga transporditud splaissingut korrigeeriva oligonukleotiidi (SCO)

bioaktiivsust ja intratsellulaarset saatust HeLa pluc705 rakudes.

Nickfect 51 peptiidi SCO kompleksi bioloogilist aktiivsust hinnati Shin-Hong Kang viljatodtatud
splaissingut parandava meetodi abil. Endotsiitoosi ja kompleksi akumuleerumist vesiikulitesse
uuriti kasutades endosomoliiiitlilist Klorokiini tootlust. Nickfect 51 transfekteeris seerumita
so0tmes HeLa pluc705 rakke efektiivsemalt kui kommertsiaalne transfektsiooniagent
Lipofectamine 2000. Koinkubatsioon klorokiiniga suurendas kompleksi bioaktiivsust kuni viis
korda, mis viitab NF51:SCO kompleksi kogunemisele moodustunud vesiikulitesse. Edasine
analiiiis subtsellulaarse fraktsioneerimisega néitas samuti transfekteeritud Cy5-ga margistatud
oligonukleotiidi kogunemist endosoomidesse. Samuti selgus fraktsioneerimise katses, et suur osa
nukleiinhapest jaab transfekteerimata vilismeediasse. Erinevatel ajahetkedel moodetud
bioaktiivsus nditas Nickfect 51-ga transfekteeritud oligonukleotiidi hilisemat bioloogilist
aktiivsust vorreldes Lipofectamine 2000:SCO kompleksiga. Transfekteeritud tiheahelaliste
oligonukleotiidide konsentratsioon fraktsioonidesse jagatult oli tdenéoliselt liiga madal tdpseks
detekteerimiseks. Oligonukleotiidide kvantifitseeriminseks fraktsioneeritud rakuliisaadist tuleb

tdendoliselt kasutada radioaktiivselt méargistatud nukleiinhapeid.
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7 Intracellular fate of splice correcting oligonucleotide

transfected with cell penetrating peptide Nickfect 51

Krista Freimann
Summary

The cellular plasma membrane is an effective barrier for most hydrophilic macromolecules. Cell-
penetrating peptides (CPPs) are short peptides of less than 30 amino acids that are able to
penetrate cell membranes and transfect different cargoes into cells.
CPPs are believed to utilize mainly endocytosis to translocate over the plasma membrane, which
raises a major concern — entrapment of the delivered cargos in endosomal compartments that
result in limited activity of the cargo. The fate of the molecules depends on their ability to escape
from the vesicles before they are trafficked back to the plasma membrane for recycling or
degraded in lysosomes. For that reason it is crucial to determine the amount of cargo inside
vesicules to get better understanding of complex intracellular fate in order to improve the vectors.
Many studies use microscopy to monitor intracellular fate, but there is a need for more
quantitative methods to define intracellular compartmentation over time. Subcellular
fractionation has been used to study the intracellular fate of non-viral gene delivery systems.
The bioactivity and intracellular fate of splice correcting oligonucleotide (SCO) transfected with
CPP Nickfect 51 (NF51) was examined. To study the efficacy of NickFect 51 in transporting
SCO into cells, peptide was complexed with the SCO and luciferase activity was measured 24 h
after the treatment in HeLa pluc705 cells. NF51 was more effective for transfecting cells with
SCO in serum free medium than Lipofectamine 2000. Splice-correction was significantly
increased in the presence of chloroquine (known endosomolytic agent). This suggests the
involvement of endocytic vesicles in the uptake of the NF51:SCO nanocomplexes and could
show cargo’s entrapment inside the vesicles. To determine further the subcellular localization of
cargo subcellular fractionation on Percoll gradients of cells incubated with Cy5 labled SCO:
NF51 complex were performed. Subcellular fractionation studies showed that the large number of
Cy5-SCO is not internalized into cells or is quicly exocytosed. Redistribution of the fluorecence
from the early endosome to late endolysosome fractions suggested that significant amount of
cargo is entraped in vesicles. Although most of the transfected oligonucleotide was detected in
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vesicle fractions, there was increase of fluorecense in the least dense fractions which demonstrate that
cargo can escape from intracellular vesicles to cytosol. Bioactivity of transfected oligonucleotide
was measured over diffrent timepoints and results showed later biological effect of NF51
transfected oligonucleotide compared to Lipofectamine 2000 complex. Because of fluorescence
low detection range futher quantification studies with radiolabeled oligonucleotides are needed to
confirm the results.

In conclusion, NF51 transfected oligonucleotide seems to accumulate into vesicles and futher
investigation of intracellular fate of NF51 transfected SCO would give more information to

designe new oligotherapeutic complexes in the future.
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