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Infoleht

Rakku sisenevale peptiidile NickFectS5 viahispetsiifilise peptiidse fragmendi lisamine

Rakku sisenevad peptiidid on sobivad transportvektorid ravimiarenduses tdnu oma vdimele
transportida korgmolekulaarseid tihendeid ravi eesmargil 14bi rakumembraani. Kuna rakku
sisenevad peptiidid on mittespetsiifilised — nad vdivad siseneda kdikidesse rakkudesse, on
oluline parandada rakku siseneva peptiidi kui transportvektori spetsiifilisust.

Antud bakalaureusetod eesmérgiks on lisada rakku sisenevale peptiidile NickFect55
kasvajaspetsiifiline peptiidijirjestus CREKA kahe meetodiga — tahke faasi peptidiidisiinteesi
ning click-reaktsiooniga, puhastada saadud siinteesiproduktid RP-HPLC-ga ning testida saadud

peptiidide bioloogilist aktiivsust in vitro tingimustes.

Mirksonad: rakku sisenev peptiid, kasvajat sihtiv peptiid, c/ick-reaktsioon, tahke faasi
peptiidisiintees

CERCS kood: T490 Biotehnoloogia

Addition of a tumor homing peptide to a cell-penetrating peptide, NickFect55

Cell-penetrating peptides are suitable transport vectors for drug delivery due to its ability to
transport big marcomolecules through the cell membrane. Since cell-penetrating peptides are
non-specific — they are able to enter all the cells, it is important to modify the specificity of the
cell-penetrating peptide as a transport vector.

The aim of this Bachelor’s thesis was to synthesise a cell-penetrating peptide NickFect55 and
to add to the peptide a tumor homing peptide CREKA with two different methods — solid-phase
peptide synthesis and click-reaction, then to purify the products with RP-HPLC and to test the

efficiency of the peptides in vitro.

Keywords: cell-penetrating peptide, tumor homing peptide, click-reaction, solid-phase
peptide synthesis
CERCS code: T490 Biotechnology



Kasutatud liihendid

ACN
BSA
Bzl
CuAAC
DCM
DIEA
DMF
DNA
EDT
Fmoc

HBTU

HF
HOBt
KCN

MALDI-TOF

NF

NMP

OBt

PBS
pDNA
PF3

pGL3
PyBOP
RLU
RNA
RP-HPLC
RSP
RPMI 1640
SPPS

atsetonitriil

veise seerumi albumiin (bovine serum albumin, ingl k)

bensiitilriihm

vask(I)-katalitisid alkiiiin-asiid tsiikloliitumisreaktsioon
diklorometaan

diisopropiiiiletiiilamiin

N,N-dimetiitilformamiid

desoksiiribonukleiinhape

1,2-etaanditiool

9-fluoroentiiilmetiitiloksiikarboniiiil rithm

N-[ 1H-bensotriasool-1-iiiil)(dimetiiiilamino)metiileen]-N-
metiiiilmetaanamiinium heksafluorofosfaat N-oksiid
vesinikfluoriidhape

1-hiidroksiibensotriasool

kaaliumtsiianiid

maatriks assisteeritud laserdesorptsioonionisatsioon-lennuaja
massispektromeetria (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
Slight, ingl k)

rakku sisenev peptiid NickFect

N-metiitil-2-piirrolidoon

bensotriasool

fosfaatpuhverdatud fiisioloogiline lahus (phosphate-buffered saline, ingl k)
plasmiidne DNA, plasmiid

rakku sisenev peptiid PepFect3

promega reportergeeni ekspressioonivektor
bensotriasool-1-iiiil-oksiitripiirrolidinofosfooniumheksafluorofosfaat
suhtelised luminestsentsi ithikud (relative luminescence units, ingl k)
ribonukleiinhape

poordfaas kdrgrohu-vedelikkromatograafia

rakku sisenev peptiid

Rosewell Park Memorial Institute (ingl k) 1640 rakusoode

tahke faasi peptiidisiintees (solid-phase peptide synthesis, ingl k)



t-Boc
TBTA
TBTU
-Bu
TFA
TIS
TP10

tert-butiitiloksiikarboniiiil riihm

tri(1-bensiitil-[ 1,2,3]-triasool-4-{iiilmetiiiil )Jamiin
O-(bensotriasool-1-iiiil)-1,1,3,3-tetrametiitilurooniumtetrafluoroboraat
tert-butiitil rihm

trifluorodadikhape

triisopropiitilsilaan

transportaan 10



1. Sissejuhatus

Vihk on haigus, mis tapab miljoneid inimesi igal aastal ning seetdttu on véhiravimite
disainimine iiks teadlaste kdige suurematest véljakutsetest. Kuna enamik vdhiravimeid pole
piisavalt spetsiifilised ning tapavad lisaks kasvajarakkudele ka terveid rakke, on oluline
parandada ravimite spetsiifilisust.

Uks vdimalus vihiraviks on geeniteraapia. Geeniteraapia korral kasutatakse nukleiinhappe
molekule ravi eesmirgil. Kuna nukleiinhappe molekulid vdivad rakuvilises keskkonnas
ensiilimide toimel laguneda ning neil puudub voime ldbida rakumembraani, on vaja kasutada
transportvektoreid nukleiinhapete transpordiks rakku. Transportvektoreid on kahte tiilipi —
viiruslikud ja mitteviiruslikud vektorid.

Viiruslikud vektorid on kiill efektiivsed transportvektorid, kuid neil on ka mitmeid puudusi,
nditeks toksilisus ning vdime pohjustada immuunreaktsiooni. Nii ongi nende puuduste
kompenseerimiseks arendatud mitmeid alternatiive, nditeks rakku sisenevaid peptiide (RSP).
Rakku sisenevad peptiidid on sobivad transportvektorid ravimiarenduses tdnu oma vdimele
transportida endaga seotud makromolekule 14bi rakumembraani. Makromolekule on vdimalik
konjugeerida peptiidi kiilge ning hiljem rakus bioloogiliste protsesside abil vabastada. Uks
puudujddk on aga rakku sisenevate peptiidide mittespetsiifilisus, mis tuleneb nende voimest
siseneda koikidesse rakkudesse.

Uks vdimalus rakku sisenevate peptiidide spetsiifilisuse parandamiseks on kasvajat sihtivad
peptiidijérjestused, mis on vdimelised dra tundma erinevaid kasvajaid voi nendega seotud
keskkondi. Kasvajat sihtivaid peptiidijarjestusi saab rakku sisenevale peptiidile lisada mitmel
erineval meetodil. Uks meetod on click-reaktsioon, millega on vdimalik efektiivselt lihtsa
reaktsiooni tulemusena konjugeerida omavahel erinevaid molekule, mis sisaldavad kindlaid
funktsionaalriihmi. Teine vOoimalus on kasutada tahke faasi peptiidisiinteesi ning siinteesida
terve RSP koos sihtiva jirjestusega.

Antud bakalaureusetod eesmérgiks on lisada rakku sisenevale peptiidile NickFect55
kasvajaspetsiifiline peptiidijarjestus CREKA kahel eelnevalt mainitud meetodil, puhastada
saadud siinteesiproduktid RP-HPLC-ga ning teha kindlaks saadud peptiidide bioloogiline
aktiivsus in vitro tingimustes.

T66s kirjeldatud katsed on libi viidud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse

biotehnoloogia laboris.



2. Kirjanduse iilevaade

2.1 Rakku sisenevad peptiidid

Rakumembraani hiidrofoobsed omadused muudavad selle makromolekulidele labimatuks.
Selleks, et edukalt transportida kdrgmolekulaarseid aineid ravi eesmargil 14bi rakumembraani,
on liks voimalik strateegia kasutada rakku sisenevaid peptiidide. Esimene rakku sisenev peptiid
avastati aastal 1988, kui leiti, et HI-viiruse transkriptsiooni trans-aktivaatori (Tat) valgu osa on
voimeline translokatsiooniks 1dbi rakumembraanide. Aastad hiljem avastati ka efektiivselt
rakumembraani lébiv peptiid penetratiin, mis pani aluse suurele rakku sisenevate peptiidide
gruppide kasvule. Neid rakku sisenevaid peptiide voib liigitada nende hiidrofoobsuse,
amfipaatsuse, katioonsuse ja anioonsuse alusel. [1]

Rakku sisenevad peptiidid on suhteliselt lithikesed peptiidid, mis koosnevad 5-30-st
aminohappest ja on vodimelised rakku sisenema ning rakku viima ka endaga seotud
lastmolekuli, seda ka véikeste mitte-toksiliste kontsentratsioonide juures, mis teeb neist
sobivad transportvektorid ravimiarenduses. Tiiiipiliselt omavad RSP-d positiivset laengut, mis
hdlbustab elektrostaatilisi interaktsioone rakku katva membraani negatiivselt lactud pinna
komponentidega, nagu gliikoosaminogliikaanide ja siaalhapetega, mis on esimeseks sammuks
enne membraani ldbimist. [1]

RSP-de transporditavad molekulid seotakse peptiidide kiilge kovalentselt voi
mittekovalentsete kompleksidena. Kovalentselt konjugeeritakse lastmolekulid peptiidi kiilge
nditeks disulfiidsidemete vOi tioestersidemete kaudu, mittekovalentsed kompleksid
moodustuvad aga RSP-de positiivse laengu tottu ldbi elektrostaatiliste ja hiidrofoobsete
interaktsioonide negatiivselt lactud lastmolekulidega, milleks voib olla niiteks véike
interfeeriv RNA (siRNA), mikro-RNA (miRNA), plasmiidne DNA (pDNA), jt. [2]

Soovitud bioloogilise efekti saavutamiseks peab lastmolekul aga peptiidi kiiljest rakusisestes
tingimustes vabanema. Kovalentsete sidemete korral piisivad sidujad, nditeks disulfiidsidemed
vOi tioestersidemed, rakuvilistes tingimustes piisavalt stabiilsena, kuid rakusisestes
tingimustes sidemed lagunevad ning lastmolekul vabaneb. Mittekovalentsete komplekside
korral vabaneb lastmolekul rakusisestes tingimustes ilmselt samuti rakusisese keskkonna tottu,
kas endosomaalse pH languse voi mdne muu teguri tottu. Levinum on mittekovalentne
lastmolekulide moodustumise strateegia transpordiks tdnu mugavale proovi ettevalmistusele

ning lihtsasti varieeritavale RSP ja lastmolekuli suhtele. [2]



2.1.1 NickFectid

NickFectid on grupp rakku sisenevaid peptiide, mis on keemiliselt modifitseeritud
stearoiiliseeritud transportaan 10 (TP10) ehk PepFect3 (PF3) pdhjal. [3] NickFect51 on {iks
ndide sellesse gruppi kuuluvast peptiidist, mille korral 7.positsioonis asuv liisiin, mis seob
TP10 jérjestusse kuuluva neuropeptiidi galaniini ja mastorpaani jidgid, on asendatud
ornitiiniga ning siinteesi on jdtkatud erinevalt tavalisest siinteesist, kus jatkatakse o-amino
riihmaga, ornitiini 8-amino riihmast. Nii saavutatakse parem pDNA kompleksi sidumise voime

ja endosoomidest vabanemine, mis tdhendab ka transfektsiooniefektiivsuse paranemist. [4]

Joonis 1. Ornitiini struktuur

NickFect55 on NickFect51 analoog, kus 19.postitsioonis asuv positiivselt laetud liisiin on
asendatud alaniiniga, tdnu millele moodustub selgelt eraldiseisev hiidrofiilne piirkond peptiidi
a-heeliksi ehituses, mis omakorda parandab mitmekordselt peptiidi geeniekspressiooni

vorreldes NickFect51-ga. [5]

Tabel 1. Niiteid erinevate peptiidide aminohappelistest jérjestustest.

Peptiid Jérjestus Ref
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH, [6]
PF3 Stearoliiil-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH, [7]
NF51 Stearoiiil-AGYLLGO*INLKALAALAKKIL-NH, [4]
NF55 Stearoiiil-AGYLLGO*INLKALAALAKAIL-NH, [5]

O* — slintees on jatkatud d-amino rithmast



2.2 Kasvajat sihtivad peptiidid

Kasvajat sihtivad peptiidid on tdnapdeval véga tdhtis valdkond ravimiarenduses, mis tuleneb
nende kdrgest spetsiifilisusest dra tunda kasvajarakke ning kasvajaga seotud keskkondi. Ténu
sellele on voimalik vdhendada ravimi ebaspetsiifilisusest tulenevaid vodimalikke
korvalmdjusid. Need peptiidid on voimelised sihtima erinevat tiilipi kasvajaid, nii rinna, kopsu,
eesnddrme, melanoomi, kédrsoole jt, tdnu nende tugevale afiinsusele kindla retseptori voi
markeri suunas. Sellised markerid esinevad tihti paljudes kasvajates ja nende veresoontes. [8]
Kasvajat sihtivaid peptiidseid jirjestusi on detekteeritud iiha rohkem. Uks peptiidijérjestus, mis
on voimeline efektiivselt sihtima kasvajarakke on CREKA (tabel 2). Esmalt prooviti selle
voimekust faagimeetodit kasutades in vivo, mis néitas iiles peptiidi head selektiivsust kasvajate
veresoontele. Katsetades aga CREKA jérjestust tavalistes kudedes oli peptiid tuvastamatu,
seda ndhtust pdohjustab ilmselt suur hiilibinud plasmavalkude hulk kasvaja stroomas ja
veresoonte seintel. CREKA spetsiifilisus kasvajarakkude sihtimisel seisneb aga kinnitumises
fibriini ja fibriiniga seondunud hiiiibinud plasmavalkude kiilge. CREKA peptiidijarjestus on
ndidanud in vivo analiilisi korral kasvajaspetsiifilisust nii transgeense rinnavéhi kui ka [9]
eesnddrmevihi vastu. [10]

Ténu oma lithikesele lineaarsele jérjestusele on CREKA ka hea spetsiifilisuse parandaja rakku
sisenevatele peptiididele. Kombineerides omavahel rakku siseneva peptiidi ning kasvajat
sihtiva peptiidi on voimalik saada spetsiifilist kasvajat sihtiva RSP-i, millega on vdimalik

efektiivselt transportida lastmolekule 14bi rakumembraani. [11]

2.3 Peptiidisiintees

Peptiidisiintees on osa orgaanilisest siinteesist, mille korral aminohapped liidetakse omavahel
amiid- ehk peptiidsidemetega, moodustades peptiide.

Peptiidide keemia algusaastaks vOib lugeda aastat 1901, mil E. Fischer ning E. Fourneau
avaldasid teadusartikli dipeptiidi gliitsiitilgliitsiini  siinteesist hiidroliiiisides ~ gliitsiini
diketopiperasiiniks. Aastate jooksul tdiendasid keemikud erinevaid peptiidisiinteesi meetodeid,
kuid ldbimurre toimus aastal 1963 kui B. Merrifield avaldas artikli, mis selgitas tema leiu —
tahke faasi peptiidisiinteesi (SPPS) — pohimotteid ja rakendusi. [12]

Erinevalt vedelfaasi peptiidisiinteesist, mille korral peale iga reaktsiooni peab produkti enne
jdrgmist sammu isoleerima ja puhastama, on siinteesitav peptiid tahke faasi meetodi korral

kinnitatud mittelahustuva poliimeeri kiilge, seetdttu peale iga reaktsioonisammu on
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korvalsaadused lihtsalt eemaldatavad filtreerimise ja pesuga. [12] Lisaks saab sellise
siisteemiga suures korgete kontsentratsioonidega reagentide liias viia sidumisreaktsioone

16puni ning koik siinteesisammud lbi viia samas reaktsioonindus ilma materjali kaota. [13]

2.3.1 Peptiidside

Peptiidside ehk amiidside on kovalentne side, mis tekib kahe aminohappe vahel kui iihe
aminohappe karbokstiiilriihma siisinikuaatom jagab elektrone teise aminohappe
lammastikuaatomiga ning reaktsiooni kidigus eraldub vesi. [14] Kuna tegemist on
kondensatsioonireaktsiooniga, mis nduab tdiendavat energiat, kuid peptiidisiinteesi reaktsioon
viiakse ldbi toatemperatuuril voi isegi madalamal temperatuuril, on vajalik kas karboksiiiil- voi
aminoriihma aktiveerimine. [15]

Karboksiiiil- vdi aminoriihma aktiveerimine toimub sobivate reagentidega. Esimesed
kasutatavad aktiveerivad reagendid olid karbodiimiidid. Vdhendamaks aga karbodiimiide
kasutades tekkivat epimerisatsiooni, vdeti lisaainena kasutusele ka HOBt, mis tekitab aktiivse
OBt estri, suurendades aktiveeritud estri reaktiivsust ning stabiliseerides amiini sidumist 1&bi
vesiniksidemete. [16] Teised aktiveerivad reagendid on fosfooniumil pdhinev sool PyBOP ja
amiiniumil/urooniumil pdhinevad soolad TBTU ja HBTU. Need reagendid muudavad c.-amino
kaitstud aminohapped samuti neile vastavateks OBt estriteks, viltides aktiveeritud rithma
ratsemisatsiooni. Vajalik on ka tertsiaarse amiini, tavaliselt diisopropiiiiletiiiilamiini (DIEA)
olemasolu, et moodustada o-amino kaitstud aminohapetest karboksiilaate, mis reageeriks

aktiveerivate reagentidega. [13]

2.3.2 Tahke faasi peptiidisiintees

Tahke faasi peptiidisiinteesi korral kasutatakse a-amino ja korvalahela kaitseriihmade suhtes
enim kahte pohilist strateegiat — #~-Boc/Bzl ja Fmoc/#-Bu. [13]

t-Boc/BzI strateegia pohineb aminohapete kdrvalriihmade astmelisel happe-labiilsusel. Selle
ldhenemise  korral  eemaldatakse  #-Boc-kaitseriihm  happega,  nditeks  puhta
trifluorodddikhappega (TFA) voi TFA-ga DCM-s ning korvalahela kaitsvad riihmad ja
peptiidi-tahke kandja linker eemaldatakse siinteesi 10pus tugeva happega, nagu veevaba
vesinikfluoriidhappega (HF). Kuigi see meetod vdimaldab efektiivselt silinteesida suuri

peptiide ning véikeseid proteiine, on tugeva happe HF kasutamine viga miirgine ning tugevalt
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happeline keskkond vodib pohjustada muutusi hapraid jérjestusi sisaldavate peptiidide
struktuuris. [13]

Fmoc/t-Bu meetod pdhineb aga ortogonaalse kaitseriihma strateegial. Selle meetodi korral
kaitstakse a-amino rithmad, happe-labiilsed korvalahela kaitsvad riithmad ning happe-labiilsed
linkerid, mis moodustavad C-terminaalse aminohappe kaitseriithma, alus-labiilse Fmoc-
grupiga. Strateegia eeliseks on ajutiste ja piisivate ortogonaalsete kaitserithmade eemaldamine
erinevate mehhanismidega, mistdttu 10plik kaitseriihmade eemaldamine ning peptiidi
16ikamine vaigult saab toimuda leebemates happelistes tingimustes. Fmoc-il pohinev strateegia
on enimkastutatud meetod tahke faasi peptiidisiinteesiks. [13]

Esimene SPPS samm on oa-amino kaitstud rilhmaga C-terminaalse aminohappejdigi
kinnitamine tahke kandja kiilge ester- vdi amiidsideme abil, olenevalt soovitud peptiidi C-
terminaalsest funktsionaalriihmast, vastavalt kas hape voi amiid. [17] Aminohapped, mille
korvalahela reageerivad rithmad on kaitstud piisivate kaitseriihmadega, seotakse omavahel o-
amino rithma abil. Peale aminohappe kinnitumist pestakse ja filtreeritakse tahke kandja
sobivate solventidega, et eemaldada reagentide liig ning kdrvalproduktid.

Aminohapete kinnitumine tehakse kindlaks Kaiseri testiga, mis on kvalitatiivne test nditamaks
vabade aminohapperiihmade olemasolekut vO0i puudumist. Test pdhineb ninhiidriini
reageerimisel primaarsete amiinidega, mis annab iseloomuliku tumesinise vérvuse. Jairgmisena
eemaldatakse tekkinud peptiidi o-amino kaitsev riihm, mida nimetatakse ka
deprotekteerimiseks, ning tahke kandja pestakse ja filtreeritakse uuesti, et eraldada reagentide
liig ning kdrvalproduktid. Tsiiklit korratakse kuni soovitud peptiidijarjestus on saavutatud. [18]
Viimasel sammul eemaldatakse kdrvalahela kaitsvad riihmad ning peptiid tahke kandja kiiljest
tugeva happega, milleks on tavaliselt kontsentreeritud TFA. Selle protseduuri korral vdivad
aga korvalahela kaitsvad riihmad toota stabiilseid karbokatioone, mis omakorda vdivad
reageerida elektronirohkete aminohapete korvalahelatega pohjustades soovimatuid
korvalprodukte. Selle ndhtuse vdhendamiseks lisatakse eemaldamissegusse teatud aineid,

nditeks diisopropiiiilsilaani ja 1,2-etaanditiooli, mis korvaldavad tekkivaid karbokatioone [13]
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kaitserithm, X vastavalt kas NH vai O ning A aktiveeriv karbokstiiilrithm.
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2.3.3 Tahke kandja

Esimene ndue edukaks peptiidisiinteesiks tahkel kandjal on sobiv tahke kandja — poliimeer.
Sobiv poliimeer peab olema lahustumatu koikides kasutatavates solventides ning omama
filtreerimist vdimaldavat stabiilset fliiisilist olekut. Samuti peab poliimeer sisaldama
funktsionaalset rithma, mille kiilge esimene kaitstud riihmaga aminohape saaks kindlalt
kovalentse sideme abil kinnituda. [12]

Algselt prooviti poliimeeridena tselluloosi, poliiviniiiilalkoholi, poliimetakrolaati ja
sulfoonitud poliistiireeni. Kdige paremini tootas klorometiiiilitud kopoliimeer stiireenist ja
diviniitilbenseenist. Selline tahke kandja, mis on 200-400 poorse helme kujul, moodustab
poorse geeli struktuuri, vdimaldades reagentide tungimist pooridesse, eriti punduvate
solventide juuresolekul. [12]

C-terminaalse peptiidisiinteesi, mille C-terminuses asub amiid, kdige tihedamini kasutatavad

tahked kandjad on rink-amiid, Pal ja Sieber. [13]

2.3.4 Kaitserithmad

Peptiidisiintees pohineb reagentide ja kataliisaatorite koost66l uute sidemete tekke
saavutamisel, mille jaoks on aga vajalik sobivate kaitsvate rithmade kasutamine, viltimaks
soovimatute sidemete teket ning korvalreaktsioone. Seetdttu on aminohapete a-aminorithmade
kaitsmine tiks kdige olulisematest probleemidest peptiidide keemias ning samuti kohustuslik
aktiveeritud aminohapete poliimeriseerumise véltimiseks. [19]

Kuna enamik peptiidisiinteese viiakse l1ébi suunal a-siisinikust a-limmastikuni, eemaldatakse
stinteesi kdigus mitmeid kordi o-amino kaitseriihmi. Kaitseriihmade eemaldamine peab
seetdttu toimuma leebetes tingimustes, mis ei mdjuta korvalahelate kaitsvaid riihmi voi
peptiidiahelat. Piisivad kaitseriihmad eemaldatakse tavaliselt siinteesi viimases etapis ja
poolpiisivad kaitseriihmad, mis asuvad tavaliselt C-terminuses, on eemaldatavad koikide teiste
kaitsvate rithmade juuresolekul kui peptiid on seotud C-terminusest. [19]

oa-amino kaitsev riihm peab lahustuma kdige sagedamini kasutatavates solventides ning
ennetama vOi minimiseerima epimiseerumist sidumise ajal, lisaks peab eemaldamine olema
kiire, thus, piisavalt stabiilne, viltima korvalreaktsioone ning tekitama lihtsasti eemaldatavaid
kdorvalsaadusi.

Kdige tuntumad a-amino kaitsvad riihmad on 9-fluorentiiilmetoksiikarboniiiil (Fmoc) ja tert-

butiiiilokstikarboniiiil (z-Boc) riihmad.
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t-Boc-riithm on eemaldatav hapetega, ta on stabiilne aluste ja nukleofiilide suhtes, samuti ka
kataliititilise hiidrogeenimise suhtes. Kdige sagedamini eemaldatakse z-Boc-rithma 25-50%
TFA lahusega DCM-is.

Fmoc-riithm on eemaldatav alustega ning on stabiilne hapete suhtes. Enamasti eemaldatakse
Fmoc-riithma sekundaarsete amiinidega, sest nad seondavad paremini eemaldamisel tekkivat
dibensofulveeni. Sagedasti kasutatakse eemaldamiseks piperidiini, mis eemaldab Fmoc-riihma

minutitega. [19]

2.4 Poordfaas korgrohu-vedelikkromatograafia (RP-HPLC)

Poordfaas  korgrohu-vedelikkromatograafia (RP-HPLC) on laialt kasutatud meetod
biomolekulide analiiiisiks ning puhastamiseks, mille korral molekulid eraldatakse kolonnis
nende hiidrofoobsuse pohjal. Meetodi suureks plussiks on tema lihtsus, kiirus, selektiivsus ning
hea toovOime laias reaktsioonitingimuste vahemikus nii vdga sarnaste molekulide kui ka
struktuurselt erinevate molekulide korral, niiteks kaks peptiidi, mis erinevad teineteisest vaid
metiiiilriihma poolest on tdiesti eraldatavad. [20,21]

Molekulide eraldamine oleneb mobiilses faasis asuva analiilisitava molekuli hiidrofoobsetest
interaktsioonidest hiidrofoobse ligandiga, mis on kinnitatud statsionaarse faasi ehk sorbendi
kiilge. Sorbendiks on enamasti mittepolaarne silikageel, mille silanoolrithmad on asendatud n-
alkiililrihmaga. Soluuti sisaldav segu kantakse koigepealt statsionaarse faasi kiilge vett
sisaldava puhverlahuse kohalolekul. Tugevate veemolekulide vaheliste vesiniksidemete tottu
tougatakse soluudimolekulid sorbendi alkiiiilriihmade kiilge ning need elueeritakse jillegi
kolonnist viljutamiseks mobiilsesse faasi orgaaniliste solventide lisamisega, mis kahjustab
moneti vee struktuuri ning seega ka veemolekulide vahelisi sidemeid. Elueerimine voib
toimuda kas konstantse kontsentratsiooniga orgaanilise solvendi lisamisega voi gradiendiga
elueerimisel, mille korral aja jooksul suurendatakse orgaanilise solvendi kontsentratsiooni. See
paneb soluudimolekulid eralduma ning kolonnist vdljuma hiidrofoobsuse kasvu jargi. Enamasti
kasutatakse peptiidide analiiiisil orgaanilise solvendina atsetonitriili, millele on lisatud ioonset
teisendajat, niiteks trifluorodddikhapet. [20]

Kodige enam kasutatakse RP-HPLC korral UV-VIS detektorit, mis mdoddab peptiidsideme
absorptsiooni 190-230 nm vahemikus. [21,22]
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2.5 Click-reaktsioon

Click-reaktsiooni kirjeldati esimest korda téielikult K.B. Sharplessi, M.G. Finni ja H.C. Kolbi
poolt aastal 2001. Inspireerituna loodusest, tiritasid nad moodustada tihendeid sidudes véikseid
ithikuid heteroaatomsete sidemetega (C-X-C) nimetades sellised reaktsioonid click-
reaktsioonideks ning méérates protsessile kindlad kriteeriumid. Click-reaktsioon peab olema
modulaarne, laiaulatuslik, kdrge saagisega, moodustama ainult kahjutuid kdrvalprodukte, mis
on lihtsalt eemaldatavad mitte-kromatograafiliste meetoditega, niiteks kristalliseerimise voi
destilleerimisega, ja olema stereospetsiifilised (aga mitte tingimata enantioselektiivsed). Click-
reaktsioon omab lihtsaid reaktsioonitingimusi, ta peaks olema mittetundlik hapnikule ja veele,
toimub lihtsate algmaterjalidega ja reagentidega ning solvendid on lihtsasti eemaldatavad.
Click-reaktsiooni produkt peaks aga olema stabiilne fiisioloogilistes tingimustes. Click-
reaktsioonide klassifikatsioon jaguneb neljaks. Sinna alla kuuluvad kiillastumata iihendite
tsiikloliitumisreaktsioonid, eriti 1,3-dipolaarsed tsiikloliitumisreaktsioonid; nukleofiilsed
asendusreaktsioonid, kus toimub tsiikli avanemine; karboniiiilriihmade keemia, niiteks uurea
moodustumine ja siisinik-siisinik kordsele sidemele liitumisreaktsioonid. [23]

Click-keemia on leidnud kasutust mitmetes uurimisvaldkondades, nii materjaliteaduses,

poliimeeride keemias kui ka farmaatsiateaduses. [24]

2.5.1 Vask(I)-kataliiiisitud cl/ick-reaktsioon

Kodige enim kasutatav “click -reaktsioon, mis tdidab kdik eelnevalt loetletud tingimused, on
vask(I)-kataliiiisitud asiid-alkiiiin tsiikloliitumisreaktsioon (CuAAC). [25] Reaktsiooni kdigus
reageerib asiidrithma sisaldav molekul terminaalset alkiitilriihma sisaldava molekuliga ning
nende vahel moodustub stabiilne 1,2,3-triasoolne konjugaat. Kuna aga terminaalsed alkiiiinid
on usna reaktsioonivoimetud asiidrithmade suhtes, soltub efektiivne CuAAC reaktsioon
tugevalt metallist kataliisaatori kohalolekust, milleks on vask oksiidatsiooniastmes +1. Sobiva
vase oksiidatsiooniastme saavutamiseks kasutatakse erinevaid vaselihendeid ning
redutseerijaid suures liias. Kdige sagedamini kasutatakse selleks Cu(Il) soola CuSO4
kombineerituna askorbaadiga redutseerijana, eriti biomolekulide méargistamiseks. [26]

1,2,3-triasooli moodustumine asiididest ja terminaalsetest atsetiileenidest on vdimas
sidumisreaktsioon tinu oma heale t66vdimele erineva pH ja temperatuuri juures, tdielikule
spetsiifilisusele ja reagentide bioloogilisele sobivusele, mistottu leiab reaktsioon laia

kasutusala nii keemilistes kui ka bioloogilistes valdkondades. Tekkivad triasoolsed produktid

16



on sobivad passiivsed seondujad, mis oma vdimele kdituda vesiniksideme doonorina, sarnaselt
amiidi NH-riihmale, ning tugevale dipoolmomendile, vdivad seostuda teiste amiididega ning
seeldbi ka asendada amiidsidet peptiidide modifitseerimisel, eriti peptiidide kasutamisel
ravimiarenduses. [26,27]

Uks takistus CuAAC reaktsioonisaaduste kasutuseks elusrakkudes transportvektoritena on aga
vaseioonide toksilisus. Vahendamaks selle probleemi mdju, kasutatakse vaseioone kelaativaid
ligande, mis nii kiirendavad reaktsiooni kui ka hoiavad vaske diges oksiidatsiooniastmes,
kaitstes seeldbi biomolekuli oksiideerumise eest. [26] Kdige populaarseim click-reaktsioonis
kasutatav ligand on tri(1-bensiiiil-[1,2,3]-triasol-4-{ililmetiiiil)Jamiin (TBTA), kuid ka teised

vees lahustuvad ligandid on sobilikud. [29]

R1 R
N ¢N' / Cu(l) /\(\N//
~ + 7
R/\N/ HC// R1 \ N/

Joonis 3. Vask(I)-kataliiiisitud click-reaktsioon, kus R ja R1 tdhistavad peaahelaid
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3. Eksperimentaalne osa
3.1 To0 eesmirgid
Kéesoleva bakalaureusetod eesmirgid on:

e Siinteesida rakku sisenev peptiid NF55 ning lisada sellele kahe erineva meetodiga
kasvajat sihtiv peptiidijarjestus CREKA.
e Puhastada saadud siinteesiproduktid korvalproduktidest RP-HPLC-ga.

e Testida siinteesitud peptiidide transfektsiooniefektiivsust in vitro tingimustes

3.2 Kasutatavad reagendid

To0s kasutatavad reagendid ACN, DMF, DCM, naatriumaskorbaat, HOBt, TFA, piperidiin,
DIEA, FBS, seariinhape, rakus66de RPMI 1640, asendatavate aminohapete lahus, penitsilliin,
streptomiitsiin, TIS ja metanool saadi Sigma-Aldrichist, NMP Scharlaust, HBTU ja
aminoheksaanhape Alfa Aesarist, TBTA ja Fmoc-Lys(N3)-OH AnaSpec Incist, zelatiin ja PBS
Naxost, naatriumpiiruvaat Thermo Fisher Scientificust. Kaitserithmadega aminohapped saadi
Iris  Biotechist. Rink Amide-ChemMatrix® vaik Biotagest ning o-tsiiano-4-

hiidrokstikaneelhape Brukerist.

3.3 Siinteesitavad peptiidid ja nende disain

Antud t60s kasutati 4 peptiidi, millest autor siinteesis 3 peptiidi. NickFect55* (NF55%),
stinteesiti kdsitsi ning K(N3;)AKERC (CREKA¥*) ja NF55-CREKA siinteesiti automatiseeritud
peptiidisiintesaatoriga (Biotage Initiator+ Alstra). Kontrollpeptiid NF55 siinteesiti laboris
juhendaja poolt samuti automatiseeritud peptiidisiintesaatoriga.

Uks vdimalus lisada rakku sisenevale peptiidile vihipetsiifilisuse parandamiseks kasvajat
sihtiv peptiidijirjestus on vask(I)-kataliiiisitud asiid-alkdiiin tsiikloliitumisreaktsioon. See click-
reaktsioon oma lihtsate 1dbiviimistingimuste ning puhastuse kergusega on ravimiarenduses hea
moodus ravimidisainiks, kuna vdimaldab erinevate molekulide sidumist justkui
chitusklotsidena uuteks soovitud molekulideks vaid mdne lihtsa etapiga. Vajalik on vaid
kindlate funktsionaalrithmade olemasolu. Sobivate click-reaktsiooni reageerivate riihmade

saamiseks lisati NF55 peptiidiahela C-terminusse terminaalset propalgiiiilriihma sisaldav
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leutsiin, saades nii NF55*. Lisaks terminaalsele propargiiiilriihmale on click-reaktsiooni jaoks
vaja ka terminaalset asiidrithma, nii siinteesiti kasvajat sihtiva peptiidijarjestuse CREKA N-
terminusse terminaalset asiidrithma sisaldav liisiin, saades CREKA*.

Teine vdimalus rakku sisenevale peptiidile kasvajapetsiifilise peptiidijérjestuse lisamine on
tahke faasi peptiidisiintees. Siinteesi kdigus lisati rakku sisenevale peptiidijarjestusele linker,
mis eraldab kasvajaspetsiifilise peptidiidijarjestuse RSP jérjestusest. Selle t66 puhul lisati
NF55-le linkerina aminoheksaanhape, mis kinnitub sarnaselt aminohapetele ning

aminoheksaanhappejéddgi kiilge omakorda peptiidijarjestus CREKA.

Tabel 2. Siinteesitavate peptiidide jérjestused ning molekulmassid

Nimi Jérjestus Molekulmass
NF55 Stearoliil-AGYLLGO*INKALAALAKAIL-NH, 2377 g/mol
NF55* Stearoliil-AGYLLGO*INLKALAALAKAILL(Pra)-NH, 2472 g/mol
CREKA* K(N3)AKERC-NH, 735 g/mol
NF55- Stearoliiil-AGYLLGO*INLKALAALAKAIL-X-AKERC-NH, 3207 g/mol
CREKA

O* — slintees on jatkatud d-amino rithmast
X — aminoheksaanhappe jadk

Pra — propargiitilriihm

3.4 Peptiidisiintees

T66s kasutatavad peptiidid siinteesiti Fmoc/#-Bu tahke faasi slinteesimeetodit kasutades. Tahke
kandjana kasutati Rink Amide-ChemMatrix® poliimeeri funktsionaalsete riihmade hulgaga
0,45 mmol/g. Siintees viidi 1dbi skaalas 0,125 mmol, st iga siinteesi korral voeti vaiku 0,278 g
ning enne aminohapete kinnitamist lasti tahkel kandjal punduda mitukiimmend minutit DCM-
s. Aminohapped vdeti 5-kordses iilehulgas ning sidumisreaktsioon teostati 45 minuti kuni 2 h
jooksul. Aktivaatoritena kasutati kisitsi siinteesi korral 0,5 M HOBt ja 0,5 M HBTU lahuseid
DMF-s ning DIEA-d, automatiseeritud siintesaatoriga siinteesides aga 0,5 M HOBt ja 0,6M
HBTU lahuseid DMF-s ning 2 M DIEA-d NMP-s.

Kisitsi siinteesi korral kasutati ajutiste Fmoc-kaitseriihmade eemaldamiseks nii enne
aminohapete sidumist tahke kandjaga kui aminohapete sidumist omavahel, 20% piperidiini

lahust DMF-s, inkubeeriti loksutil kdigepealt 2 minutit, reagendid eemaldati ning siis uuesti 20
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minutit. Sellele jirgnes 5-kordne pesu DMF-iga ning 1-kordne pesu DCM-ga. Seejirel
kontrolliti vabade aminorithmade olemasolu Kaiseri testiga. Selleks vdeti reaktsioonisegust
paar tera tahket kandjat ning lisati paar tilka lahuseid A (KCN-i, piiridiini, fenooli ja etanooli
segu) ja B (5% ninhiidriini lahus etanoolis) ning kuumutati 2-3 minutit 105°C juures. Sinine
virvus viitas vabade aminorithmade olemasolekule ning kollane vérvus vabade riihmade
puudumisele. Seejérel vajalik aminohape kaaluti, lahustati DMF-s, lisati aktivaatoreid ning
kanti tahkele kandjale. Peale sobivat sidumisaega pesti ja filtreeriti reaktsioonisegu 3 korda
DMF-ga, 3 korda DCM-ga ning uuesti 3 korda DMF-ga. Kontrolliti uuesti vabade
aminoriihmade olemasolu ning sobiva tulemuse korral algas tsiikkel uuesti aminohappelt
Fmoc-kaitseriihma eemaldamisega ning etapid toimusid korduvalt kuni sobiva
peptiidijérjestuse saavutamiseni. Siinteesitud NF55*-le lisati veel steariinhape sarnaselt
aminohapete lisamisele, kuid sidumisaeg oli iile6d.

Automatiseeritud siintesaatori korral toimusid etapid sarnaselt kasitsi siinteesiga. Fmoc-
kaitserithmad eemaldati piperidiiniga t66deldes 20 minuti jooksul ning sidumisreaktsioon
kestis 45 minutit. Piisavalt suure saagise saamiseks voeti CREKA* siinteesi korral
aminohappeid topeltkogusel, et sooritada kahekordne sidumisreaktsioon. NF55-CREKA
stinteesi korral sooritati aga ihekordne sidumisreaktsioon.

Tahkelt kandjalt 16ikamiseks peptiidid liofiliseeriti ning kasutati standardset 16ikamissegu, mis
koosnes 95% TFA-st, 2,5% MilliQ-st ja 2,5% TIS-st. Tsiisteiine sisaldavate peptiidijarjestuste
korral disulfiidsidemete valtimiseks lisati 16ikamissegusse ka EDT-d lahuses, mis koosnes 94%
TFA-st, 2,5% MilliQ-st, 2,5% EDT-st ning 1% TIS-st. Peptiidide 1dikamisreaktsioon toimus
ca 2 h ning saadud peptiidilahused eemaldati tahkest osast. Uleliigsed solvendid ja
korvalproduktid ekstraheeriti kiilma eetri ja tsentrifuugimisega, mis sadestas peptiidi anuma
pohja. Protseduuri korrati 3 korda, eeter eemaldati ning peptiidid lahustati 10 ml MilliQ vees.

Lahustunud peptiidid kiilmutati ning liiofiliseeriti.

3.5 Vask(I)-kataliiiisitud cl/ick-reaktsioon

Antud t60s teostati vask(I)-kataliiiisitud click-reaktsioon kahe eelnevalt siinteesitud peptiidi
vahel (NF55* ja CREKA*), millele oli vastavalt lisatud vajalik alkiiiil- v4i asiidrithm. Vask(I)-
kataliitisitud click-reaktsioon viidi l1&bi 2 erineva protokolli jérgi.

Esimene katse viidi 1abi O‘Malley, Rubbiani jt kirjelduse jargi. [30] Selle metoodika jérgi lisati

koiki abiaineid otse pulbrina lahusesse, eelnevalt neid lahustamata. Lihteaineid kokku hoides
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optimeeriti protokolli ning vodeti reaktsiooni ldbiviimiseks pooled kogused vorreldes
kirjeldatuga. Nii lahustati 2,6 umol asiidrithmaga peptiidi 5 ml MilliQ-s ning seejérel 2,3-
kordses iilehulgas alkiiiilriihmaga peptiidi, asiidiga vordsel hulgal CuSO,, kahekordses
iilehulgas ligandi TBTA ning kolmekordses iilehulgas naatriumaskorbaati. Reaktsioonisegu
inkubeeriti toatemperatuuril loksutil {iledd, seejdrel kiilmutati ja liiofiliseeriti.

Teine katse viidi ldbi aga optimeriseerides erinevaid laboris proovitud protokolle, kuid pohiline
teostus pdhineb Presolski, Vu Phong Hongi ja Finni jargi. [26] Seda metoodikat optimeerides
voeti asiidriihmaga peptiidi kahekordses iilehulgas alkiiiilriihmaga peptiidi suhtes, mdlemast
tehti sobiva kontsentratsiooniga vesilahused ning segati omavahel argooniga téidetud korgiga
2 ml Eppendorfi anumas. CuSOy-st valmistati alkiitilrithmaga peptiidiga vordse hulgaga
vesilahus, mis segati eelnevalt 100% DMSO-s lahustatud ligandi TBTA lahusega, ligandi voeti
alkiitilrihmaga peptiidiga vorreldes kahekordses iilehulgas. Kahe lahuse segu lisati
peptiidisegule korgiga 2 ml Eppendorfi anumasse ning lisati ka alkdiiilriihmaga peptiidiga
vorreldes kolmekordse iilehulgaga voetud naatriumaskorbaadi vesilahust. Kontrolliti
reaktsioonisegu pH-d ning jéeti toatemperatuuril iile6d loksuma. Jargmisel pdeval segu

kiilmutati ja liiofiliseeriti.

3.6 Peptiidide puhastamine ja massispektromeetria

Liiofiliseeritud peptiidid puhastati kdrvalproduktidest RP-HPLC-ga (Agilent Technologies).
Peptiidide NF55 ja NF55* puhastamiseks lahustati korraga ca 20 mg peptiidi 20/80
ACN/MilliQ segus, mis sisaldas 0,1% TFA-d ning 30 minuti jooksul Kkasutati
gradientelueerimist 20-100% ACN sisalduseni. Eluendina kasutati ACN ning MilliQ,
modlemasse lisatud ka 0,1% TFA-d. Lithema peptiidi CREKA*, click-reaktsiooni saaduste ja
NF55-CREKA puhastamiseks lahustati samuti korraga ca 20 mg pulbrit 5/95 ACN/MilliQ
segus, mis sisaldas 0,1% TFA-d. 55 minuti jooksul kasutati gradientelueerimist ACN ning
MilliQ-ga, mdlemasse lisatud 0,1% TFA-d, 5-100% ACN sisalduseni. Koik fraktsioonid
koguti kisitsi ning liiofiliseeriti. Oiged fraktsioonid libisid ka teistkordse puhastuse piisava
puhtuse saavutamiseks.

Produktide olemasolu médrati molekulmasside kaudu MALDI-TOF massispektromeetriaga.

Maatriksina kasutati a-tsiiano-4-hiidroksiikaneelhapet (HCCA).
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3.7 RSP efektiivsuse hindamine in vitro tingimustes

Rakku sisenevate peptiidide bioloogilise efektiivsuse hindamiseks kasvatati inimese
eesnddrmevéhi rakuliini (PC3), millesse hiljem transfekteeriti plasmiidne DNA pGL3 ning
médrati transfektsiooni efektiivsus. Rakuliini toideti pidevalt RPMI 1640 sd66tmega, millesse
oli lisatud 0,1 mM asendatavaid aminohappeid, 1,0 mM naatriumpiiruvaati, 10% veise loote
seerumit ning antibiootikumidena 100 U/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini. Parema
kasvu tagamiseks kasvatati rakke Zelatiniseeritud tassil. Rakke inkubeeriti pidevalt 5% CO,
ning veeauru sisaldavates tingimustes 37°C juures. Rakkude konfluentsuse vihendamiseks, et
nad kasvaksid iihtlase tiherakulise kihina, jagati rakud iga 2 pdeva tagant suhtes 1:2 ja 1:3.
Rakkude transfekteerimiseks loendati rakud ning kiilvati zelatiniseeritud 24-kaevulisele
plaadile 65 000 rakku, umbes 1 ml raku ja s66tme segu siivendi kohta. Kiilvatud rakke plaadil
inkubeeriti iiledd. Jargmisel paeval valmistati RSP-pDNA mittekovalentsed kompleksid. Kuna
aga komplekside moodustamine erinevatel RSP-pDNA laengu suhetel ei oleks andnud
vorreldavaid tulemusi peptiidide laengu erinevuste tottu, moodustati kdik kompleksid kindlal
peptiidikontsentratsioonil, mis oli optimeeritud kontrollpeptiid NF55 kontsentratsiooni jargi
laengu suhtel 3:1. Laengu suhte arvutamisel voeti arvesse plasmiidse DNA negatiivset laengut
rakku siseneva peptiidi positiivse laengu kohta. Peale 45 minutit komplekside inkubeerimist
eemaldati rakkudelt so6de ning lisati 50 pl kompleksi ja 450 ul sooja soddet. Rakke inkubeeriti
4 h ning 4 h méodudes eemaldati s66de koos sisenemata kompleksidega ning asendati 1 ml
sOotmega iga kaevu kohta. Rakud jdeti inkubaatorisse inkubeerima 37°C ja 5% CO;
tingimustes. 24 h moddudes s6ode rakkudelt aspireeriti, rakud pesti PBS-iga ning liitisiti 100
pl Tritoni 0,1%-lise lahusega 20 minutit +4°C juures. Seejarel moddeti plasmiidi reportergeeni
ekspresseerumisel tekkinud reportervalgu luminestsentsi substraadi lisamisel.

Plasmiidi lutsiferaasi ekspressioonitase mdddeti GLOMAX™ 96 mikroplaat luminomeetriga,
moodtes lutsiferaasi ja lutsiferiini vahelisel reaktsioonil eralduvat luminestsestsi. Selleks
pipeteeriti valgele 96-slivendisele plaadile {ihe kaevu kohta 20 ul rakuliisaati ning lisati 80 pl
lutsiferaasi substraati (Luciferase Assay Reagent). Saadud tulemused normeeriti valgusisalduse
méidramisega kasutades Bio-rad DC valguanaliitisi komplekti (Bio-rad DC ™ protein assay kit),
mis sarnaneb Lowry meetodile. Valgusisalduse madramiseks lisati 96-siivendilisele plaadile
iihe kaevu kohta 5 pl rakuliisaati ning 25 pl lahust A+S ja 200 ul lahust B. Valmistati ka kindla
valgusisaldusega kalibreerimislahused referentsvalgust BSA ning mdddeti absorptsioon 700

nm juures Sunrise™ mikroplaat absorptsioonimddtjaga. Rakuliisaadi valgusisaldus leiti
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kalibreerimismeetodiga. Normeeritud mddtmistulemused esitati tihikutes RLU/mg.

4. Tulemused ja arutelu

4.1 Peptiidide siintees

Rakku sisenevale peptiidile kasvajaspetsiifilise fragmendi lisamiseks siinteesiti 3 peptiidi,
millest {iks on rakku sisenev peptiid ja teine kasvajat sihtiv peptiid. Kolmas peptiid on nende
kahe peptiidi kombinatsioon, mis on iihtlasi ka {iks meetod véhispetsiifilise fragmendi
lisamiseks rakku sisenevale peptiidile.

Stinteesitud rakku sisenev peptiid on NF55, mille C-terminusse lisati terminaalset
propargiiiilriihma sisaldav leutsiin. Lisatud terminaalne propargiiiilriihm on reageeriv rithm,
millega saab lébi viia vask(I)-kataliiiisitud click-reaktsiooni. Peptiid siinteesiti késitsi Fmoc/z-
Bu tahke faasi siinteesistrateegiat kasutades. Oma pika jérjestuse tdttu oli peptiidisiintees viga
mahukas ning aegandudev, ithe aminohappe kinnitamiseks inkubeeriti reaktsioonisegu ca 2 h,
stearotiiilriihma kinnitamiseks ca 20 h ning tahkelt kandjalt eemaldamiseks ca 3 h. Tahkelt
kandjalt 1digatud ning liiofiliseeritud korvalproduktidest puhastamata peptiidi oli ligikaudu 90
mg ning peale kahekordset puhastamist RP-HPLC-ga saadi 10pp-produkti ligikaudu 25 mg.
Saadud peptiid jagati kolme ossa. Kaks osa léks click-reaktsiooni lébiviimiseks ning iiks osa
peptiidi bioloogilise aktiivsuse testimiseks in vitro. Kuigi siinteesi saagis oli hea, jii seda koigi
kolme osa jaoks viheseks, mistottu oli vajalik katsete optimeerimine. Siinteesi saagise suurus
vOib olla mitme asjaolu tagajérg, iiks neist on siinteesi kisitsi ldbiviimine, mille kdigus viiakse
1dbi iihe aminohappe kinnitamisel kaks korda Kaiseri test. Kaiseri testi kdigus voetakse vabade
aminoriihmade olemasolu kontrollimiseks paar terakest tahket poliimeeri, mis vihendab iga
korraga saagist. Teine asjaolu vdib olla see, et pikkade peptiidide siinteesil ahela viimased
aminohapped kinnituvad peptiidiahela kiilge halvemini. Peptiid puhastati RP-HPLC-ga
gradientelueerimisega, selleks peptiidi elueeriti 20-100% gradiendiga umbes 35 minutit (vt lisa
2).

Teine siinteesitud peptiid on kasvajat sihtivate peptiidide rithma kuuluv peptiidijirjestus
CREKA, millele lisati click-reaktsiooni ldabiviimiseks N-terminusse terminaalset asiidrithma
sisaldav liisiin. CREKA* siinteesiti automatiseeritud peptiidisiintesaatoriga ning oli lithikese
jérjestuse tottu vorreldes NF55* siinteesiga palju vihem aegandudev, siinteesiks kulus koos
tahkelt kandjalt eemaldamisega ca 29 h, ning mahult samuti palju véiksem. Kuna click-

reaktsiooni ldbiviimiseks oli vaja saada piisaval hulgal kdrvalproduktide vaba peptiidi, sooritati
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stinteesil iga aminohappe kinnitamiseks kahekordne sidumisreaktsioon, et suurendada 16pp-
produkti saagist. Liiofiliseeritud puhastamata peptiidi saadi ligikaudu 70 mg, mis puhastati RP-
HPLC-ga korvalproduktide eemaldamiseks iihekordselt ning 16pp-produkti saadi ca 30 mg.
Kuna RP-HPLC meetodil eralduvad fraktsioonid kolonnist hiidrofoobsuse alusel ning
CREKA* jérjestus on suhteliselt hiidrofiilne, kasutati elueerimisel gradienti 5-100%, mis
véljutas CREKA* kolonnist esimese paari minuti jooksul (vt lisa 2).

Kolmas peptiid oli rakku siseneva peptiidijarjestuse NF55 ja kasvajat sihtiva peptiidijarjestuse
CREKA konjugaat. Nende kahe peptiidijarjestuse ithendamiseks ning kasvajat sihtiva
peptiidijarjestuse  eraldamiseks rakku sisenevast peptiidist, kasutati  linkerina
aminoheksaanhapet. NF55-CREKA siinteesiti samuti automatiseeritud peptiidisiintesaatoriga
ning siintees oli vorreldes késitsi siinteesiga samuti vihem aegandudev kuigi pika jirjestuse
tottu oli samuti viga mahukas. Kuna siinteesi pohieesmirk oli lisada kasvajat sihtiv jirjestus
rakku siseneva peptiidi kiilge, siis ei olnud produkti suur saagikus viga oluline (bioloogilisteks
katseteks piisab ka 1 mg-st), seetdttu viidi sidumisreaktsioon 1dbi tihekordselt. Liiofiliseeritud
puhastamata peptiidi saadi ligikaudu 60 mg, puhastati RP-HPLC-ga kdorvalproduktidest ning
16pp-produkti saadi ligikaudu 25 mg. Puhastamisel kasutati gradientelueerimist 5-100%. (vt
lisa 2)

Fraktsioonide  puhtust ning ©0ige aine olemasolu kontrolliti MALDI-TOF
massispektromeetriaga. Massispektrilt saadud tulemusi vorreldi ainete teoreetiliste arvutatud

molekulmassidega, mis kinnitab kdikide eespool mainitud peptiidide olemasolu (vt lisa 1).

4.2 Vask(I)-kataliiiisitud cl/ick-reaktsioon

Teise meetodina rakku sisenevale peptiidile vihispetsiifilise jdrjestuse lisamiseks kasutati
vask(I)-kataliiiisitud  asiid-alkiilin  tsiikloliitumisreaktsiooni. = Optimeerides erinevaid
protokolle, viidi katse 1dbi kahel korral reaktsiooniks sobivaid riihmi sisaldavate eelnevalt
siinteesitud peptiididega, millest rakku sisenev peptiid NF55* sisaldas terminaalset
propargiiiilriihma ja kasvajat sihtiva peptiidi jarjestus CREKA* terminaalset asiidrithma.

Modlema ldhenemise korral olid ldhteained tdpselt samad, kuid ldahteainete kogused ning
reaktsioonikeskkonnad erinesid iiksteisest. Esimesel juhul vdeti alkiiiilriihmaga peptiidi
iilehulgas vorreldes asiidriihmaga peptiidiga ning lahustati vees. Kuna eelnevalt siinteesitud
NF55* ning CREKA*-ga sooviti ldbi viia katse kahel korral, voeti click-reaktsiooni

labiviimiseks planeeritust vdiksemad kogused, et ldhteaineid jaguks ka teiseks katseks ning
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bioloogilise aktiivsuse kontrolliks. Koik tilejadnud léhteained lisati lahusesse ilma neid
eelnevalt lahustamata. Ilmnes, et ligand TBTA ei lahustu piisavalt hdsti vees, mis voib
omakorda pdhjustada vase ebasobivat oksiidatsiooniastet lahuses ning pérssida reaktsiooni
kulgu.

Teisel juhul voeti asiidrithmaga peptiidi iilehulgas vorreldes alkiiiilriihmaga peptiidiga ning
molemast peptiidist tehti kindla kontsentratsiooniga lahused, mis segati hiljem kokku
reaktsioonindus. Ulejisinud lihteainetest tehti samuti sobivate kontsentratsioonidega lahused
ning vaske sisaldava soola ning ligandi lahused segati enne reaktsioonindusse lisamist
omavahel, et saavutada dige vase oksiidatsiooniaste. Erinevalt esimesest katsest, kus ligand
lahustati reaktsioonianumas veekeskkonnas, lahustati teises katses ligand 100%-lises DMSO-
s, et saada tdielikult lahustunud ligandi lahus. Reaktsioonindu tdideti enne lahuste lisamist ka
argooniga, et viia reaktsioon ldbi hapnikuvabas keskkonnas, véltimaks Ghuhapniku
juuresolekul vdimalikku vase oksiideerumist.

Reaktsioon toimus molemal katsel {ile66 ning reaktsioonisegu puhastati RP-HPLC-ga. Kuna
lahus sisaldas CREKA* jérjestust, kasutati puhastamisel gradientelueerimist 5-100%, peptiidi
fraktsioon eraldus kolonnist CREKA* ning NF55* piikide vahel (vt lisa 2). Puhastatud
fraktsioonid kontrolliti MALDI-TOF massispektromeetriaga ning massispektrilt saadud
tulemusi vorreldi teoreetiliste arvutatud tulemustega, mis kinnitas, et reaktsioon oli mdlemal
korral toimunud (vt lisa 1).

Mbolema katse digete fraktsioonide liiofiliseerimisel selgus, et peptiidi saagis on rakukatsete
labiviimiseks liiga véike, selle pdhiliseks pdhjuseks on kindlasti liiga vdike ldhteainete kogus,
mis sai takistuseks molema katse korral. Lisaks vodis esimese katse korral ligandi
mittelahustumine mdjutada vase piisivust diges oksiidatsiooniastmes, mis aeglustab reaktsiooni
kulgu vidhendades terminaalse alkiililrithma reaktsioonivdimet asiidrithma suhtes. Voib 6elda,
et teise protokolli jdrgi sooritatud vihispetsiifilise fragmendi lisamine rakku sisenevale
peptiidile oli edukam kui esimese protokolli jargi, kuna koik ained lahustusid valitud
reaktsioonikeskkonnas ning koik eeldatud tingimused reaktsiooni edukaks lébiviimiseks olid
tagatud.

Lisaks voib Oelda, et kasvajat sihtiva peptiidijarjestuse lisamine click-reaktsiooniga on
voimalik, selleks on tdestus massispektril olemas, seega vajab protokoll veel edasist

optimeerimist nii piisavalt suurte 1dhteainete koguse kui sobiva ligandi valiku suhtes.
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4.3 RSP efektiivsuse hindamine in vitro tingimustes

Hindamaks  siinteesitud  peptiidide  efektiivsust  transportvektorina, = moodustati
mittekovalentsed kompleksid rakku siseneva peptiidi ja plasmiidse DNA vahel ning
transfekteeriti PC3 rakuliini. Inimese eesnddrmevéhi rakuliin PC3 valiti CREKA jirjestuse
tottu, mis on just eesnddrmevdhi spetsiifiline. Komplekside moodustamisel voeti arvesse
kontrollpeptiidi positiivset laengut fiisioloogilise pH juures. Kuna teiste peptiidide laengud
fiisioloogilise pH juures on sellest erinevad, oleksid samal RSP ja pDNA laengu suhtel
moodustatud komplekside tingimused erinevad. Nii optimeeriti komplekside moodustamist
kontrollpeptiidi kontsentratsiooni jirgi laengu suhtel 3:1 RSP ja pDNA vahel, vottes koigi
peptiidide kontsentratsioon vordseks peptiidi kontsentratsiooniga sellel kontrollpeptiidi laengu
suhtel.

Mittekovalentsed kompleksid moodustati kontrollpeptiidi NF55, NF55* ning NF55-CREKA
ning plasmiidse DNA pGL3 vahel. Kuna click-reaktsiooni kidigus saadud NF55-CREKA
konjugaadi saagis oli védga viike, ei olnud vdimalik click-reaktsiooni tulemuste pDNA rakku
transfekteerimise bioloogilist aktiivsust médrata.

Jooniselt 4 on ndha, et NF55* poolt rakku transfekteeritud reportergeeni bioloogiline aktiivsus
ei muutunud vorreldes kontrollpeptiidi sama reportergeeni rakku transfekteerimise
aktiivsusega, mis nditab, et propargiililriihma sisaldava leutsiini lisamine rakku sisenevale
peptiidile ei mojuta tema aktiivsust. Siinteesitud rakku siseneva peptiidi ja kasvajat sihtiva
peptiidi konjugaat on samuti vdoimeline pDNA transfekteerimiseks rakku, seda on jooniselt
ndha lutsiferaasi ekspressioonina, mis on natuke madalam kui kontrollpeptiidil. Kindlasti on
edaspidi voimalik transfektsiooniefektiivsust tdsta optimeerides peptiidi kontsentratsiooni ning

tanu vahispetsiifilisele peptiidijarjestusele on saavutatud suurem spetsiifilisus.
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Joonis 4. pGL3 transfektsioon rakku siseneva peptiidi abil PC3 rakkudesse moddetuna
reportergeeni bioaktiivsusena 24 h peale transfektsiooni. Tulemused on normaliseeritud
analiiisitud proovide valgusisalduse jdrgi. Katse on lébi viidud seerumiga s66tmes ning

kontrollina on kasutatud komplekse mittesisaldavat soodet. UT — untreated, to6tlemata rakud.
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5. Kokkuvéte

Kéesoleva bakalaureusetod eesmaérgiks oli siinteesida rakku sisenev peptiid NickFect55 ning
lisada sellele kahe erineva meetodiga kasvajaspetsiifiline peptiidijarjestus CREKA, puhastada
saadud siinteesiproduktid RP-HPLC-ga ning testida saadud peptiidide efektiivsust in vitro
tingimustes.

Peptiidijdrjestused lisati RSP-le kahe meetodiga — tahke faasi peptiidisiinteesi ja click-
reaktsiooniga. Selgus, et valitud kahe meetodiga on vdimalik lisada rakku sisenevale peptiidile
kasvajaspetsiifiline peptiidijarjestus. Mdlema meetodi voimalikkust kinnitati molekulmasside
alusel MALDI-TOF massispektromeetriaga ning saadud siinteesiproduktid puhastati
korvalproduktidest RP-HPLC-ga. Tahke faasi peptiidisiinteesi kasutades saadi piisav saagis
rakku siseneva peptiidi ja kasvajat sihtiva peptiidi konjugaadi bioloogilise aktiivsuse
testimiseks in vitro tingimustes, kuid click-reaktsiooni kahe katse tulemusena polnud vdimalik
saada piisavalt peptiidset konjugaati, mille efektiivsust hiljem testida. Jarelikult tuleb edaspidi
optimeerida click-reaktsiooni protokolle piisava saagise saamiseks.

Stinteesitud peptiidide testimisel in vitro selgus, et kasvajat sihtiva peptiidijirjestuse lisamine
rakku sisenevale peptiidile mojutab kiill peptiidi bioloogilist aktiivsust, kuid mitte
mirkimisvéérselt. Bioloogilise aktiivsuse vihenedes kasvas aga peptiidi kasvajaspetsiifilisus,
mida saab edaspidi kontrollida in vivo. Lisaks ei muuda ka click-reaktsiooniks vajaliku
funktsionaalriihma sisaldava leutsiini lisamine rakku sisenevale peptiidile NF55 tema

bioloogilist aktiivsust, mis kinnitab c/ick-reaktsiooni perspektiivikust tuleviku suhtes.

28



6. Summary

Addition of a tumor homing peptide to a cell-penetrating peptide, NickFect 55
Tuule Treiberg

The aim of this Bachelor’s thesis was to synthesise a cell-penetrating peptide NickFect55 and
to add to the peptide a tumor homing peptide CREKA with two different methods, then to
purify the products with RP-HPLC and to test the efficiency of the peptides in vitro.

To add a tumor homing peptide to a cell-penetrating peptide, solid-phase peptide synthesis and
click reaction was used. It occured that it is possible to add a tumor homing peptide to a cell-
penetrating peptide with both chosen methods, the feasibility of the methods was verified with
MALDI-TOF mass spectrometry and the products were purified from byproducts with RP-
HPLC. Addition of a tumor homing peptide with solid-phase peptide synthesis showed a
sufficient yield for testing the biological activity of the peptide in vitro, however addition of a
tumor homing peptide with click-reaction lacked on both experiments of an adequate yield for
testing the peptides biological activity in vitro. Consequently there is a need to optimize the
protocols to gain an adequate yield.

Testing the peptides in vitro showed, that the addition of a tumor homing peptide to a cell-
penetrating peptide does affect the biological activity of the peptide, but not remarkably.
Although the biological activity of the peptide decreased comparing to the control peptide, the

tumor specificity increased, which can be tested further on in vivo.
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