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INFOLEHT

Rakku sisenevad peptiidid (RSP) on kdrge potentsiaaliga transportvektorid, mida saab
rakendada bioaktiivsete molekulide transportimiseks in vitro ja in vivo. Antud t60 kasitleb
rakku sisenevate peptiidide PepFect14 ja NicFect51 kasutamist plasmiidse DNA (pDNA)
transportimiseks rakku kasutades mittekovalentset nanokomplekside moodustamise
strateegiat. Lisaks uuriti klass A putdurretseptorite (SR-A) eksponeerimist HeLa ja A549
rakkude pinnale RSP-pDNA komplekside toimel. T66s naidati, et RSP-pDNA
nanokompleksid sisenevad efektiivselt HeLa ja A549 rakkudesse ning selle jaoks kasutatakse
erinevaid endotsitoosi radasid ja SR-A3 ja SR-AD5 retseptorid.

Marksdnad: rakku sisenev peptiid, PepFectl14, NicFect51, klass A piudurretseptor,
makropinotsitoos, klatriin-s6ltuv endotsiitoos, kaveoliin-sdltuv endotsiitoos.

Cell-penetrating peptides (CPP) are promising delivery vectors which can transport
various types of macromolecules across the plasma membrane into the interior of cells.
PepFect14 and NicFect51 are second generation CPPs that are able to bind non-covalently
nucleic acids such as plasmid DNA, siRNA and SCO. Internalization of such complexes is
mediated by class A scavenger receptors (SR-A) on the cell surface. In this work the
recruitment of SR-A receptors to the plasma membrane by CPP-pDNA complexes was
analyzed. In addition, the endocytic pathways involved in the delivery of the nanocomplexes
into HeLa and A549 cells were examined.

Key words: cell-penetrating peptide, PepFect14, NicFect51, class A scavenger receptors,
macropinocytosis, clathrin-mediated endocytosis, caveolin-mediated endocytosis.



LUHENDID

A20 — hiire b-lumfoomi rakuliin

Ab549 — inimese bronhalveolaarse epiteeli adenokartsinoomi rakuliin
AMO — RNA vastane oligonukleotiid

AP2 — adapter valk 2

AP180 — adapter valk 180

BER — bronhoalveolaarse epiteeli rakuliin

CP — kloorpromasiin

CHO - hiina hamstri munasarja rakuliin

CQ — Kklorokviin

DMD - Duchenne lihasdustroofia

EGFP — i.k. enhanced green fluorescent protein

EIPA — 5-(N-etlitl-N-isopropul)-amiloriid

FACS — labivoolu tstitomeetria

FBS — veiseloote seerum

IMDM - Iscove's Modified Dulbecco's Medium

Jurkat — inimese T limfotstitide immortaliseeritud rakuliin
KKV - klatriiniga kaetud vesiikul

LF2000 — Lipofectamine 2000

MEF — hiire embriionaalsed fibroblastid

NF51 — NickFeck51

NFDM - rasvavaba Idssipulber (non fat dry milk)

Nyst — ndistatiin

ON - oligonukleotiid

PF14 — PepFectl4

PNA — peptiidne nukleiinhape

QMCEF technology — mammalian protein production system

QN — trifluoromettulkinoliini jadk



RSP — rakku sisenev peptiid

SKO - splaissingut korregeeriv oligonukleotiid
SR-A3 - klass A puldurretseptor 3

SR-A5 — klass A puldurretseptor 5

TEM — transmissioon elektron mikroskoopia
TP10 — transportaan 10

U2S0 — inimese osteosarkoomi rakuliin

U87 — inimese glioblastoomi rakuliin



SISSEJUHATUS
Nukleiinhapped nagu néiteks plasmiidne DNA, siRNA, splaissingut Kkorrigeeriv

oligonukleotiidid (SKO) ja mitmed teised nukleiinhapped on suure potentsiaaliga
ravimikandidaadid. Nende rakendamist biomeditsiinis aga takistab see, et sellised suured ja
hidrofiilsed molekulid ei suuda ise rakkudesse siseneda ja vajavad selleks
transportsiisteemide abi. Uheks sellistest siisteemidest on rakku sisenevad peptiidid (RSP).
Praeguseks on avastatud ja slnteesitud (le tuhande erineva primaarjarjestuse voi
modifikatsioonidega RSP, mis suudavad transportida nii nukleiinhappeid kui ka teisi

bioloogilise aktiivsusega molekule nii in vitro kui in vivo.

Vaatamata sellele, et RSP-sid uuritakse juba pikka aega on nende kasutuselevdtt
biomeditsiinis ja ravimitoostuses seotud teatud probleemidega. Uks olulisematest
probleemidest on see, et puudub tdpne arusaamine, milliste mehhanismide abil vahendavad
RSP-d nukleiinhapete transporti rakkudesse. Kuigi tdnaseks on selge, et enamasti toimub RSP
ja nukleiinhappe komplekside rakku sisenemine endotsitoosi teel, ei ole teada, kas samad
mehhanismid toimivad erinevates rakuliinides. Uks viis selle selgitamiseks on uurida,
missugused retseptorid interakteeruvad kompleksidega rakkude pinnal. Vastus sellele
kisimusele annab vGimaluse tdpsemalt aru saada transfektsiooni mehhanismidest ning saadud

teadmised voimaldavad tulevikus muuta RSP-de kasutamist efektiivsemaks.

Antud t60 eesmargiks oli valja selgitada, kas RSP-pDNA kompleksid pdhjustavad
pludurretseptorite eksponeerimist raku plasmamembraanile erinevates rakuliinides. Samuti
uritati.  valja  selgitada  missugused endotsiitoosirajad  vahendavad RSP-pDNA
nanokomplekside sisenemist rakkudesse in vitro ning analtlsiti  komplekside

transfektsiooniefektiivsust plasmiidilt markervalgu ekspresseerimise alusel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Rakku sisenevad peptiidid
Rakku sisenevad peptiidid (RSP) (i.k. ,,cell-penetrating peptides”; CPP) on 5 kuni 40

aminohappest koosnevad jarjestused, mis on vdimelised indutseerima enda transporti
rakkudesse ning viima kaasa kovalentselt voi mittekovalentselt seotud bioaktiivseid molekule
(Langel jt, 2011). Esimene selline peptiid Tat avastati HIV viirusest 1988. aastal (Frankel
A.D, Green M, 1988). Jargnevalt leiti sama omadus Antennapedia transkriptsioonifaktori
homeodomeenil (A. Joliot jt, 1991), millest hiljem defineeriti 16 aminohappest koosnev
funktsionaalne jarjestus, mida tuntakse penetratiini nime all (D. Derossi jt, 1994). Praeguseks
on avastatud Ule tuhande erineva RSP (CPPsite 2.0) ning neid Klassifitseeritakse erinevate
tunnuste jargi. Uks viis, kuidas RSP-sid Klassifitseeritakse on nende paritolu jargi, eristades
kolme rihma. Looduslikud RSP-d, néiteks Tat, penetratiin ja Herpes viirusest parit VP22 on
saadud looduses leiduvates jarjestustest. Teise rihma kuuluvad stnteetilised RSP-d, mis on
slinteesitud, teades missugused omadused annavad peptiididele rakku penetreerimise vGime
ning mille hulka kuuluvad nditeks nona-arginiin, CADY, MAP. Viimase rihma moodustavad
niinimetatud kimé&arsed RSP-d, mis koosnevad kahest erinevast peptiidist. Naiteks
transportaan koosneb neuropeptiid galaniinist ja herilase mirgi peptiidist mastoparaan (M.
Pooga jt, 1998). Ziegler Klassifitseeris RSP-d sekundaarstruktuuri alusel kui primaarsed
amfipaatsed, sekundaarsed amfipaatsed ja mitteamfipaatsed peptiidid. lgasse rihma kuuluvad
peptiidid omavad karakteerseid struktuure ja vastavalt nendele interakteeruvad erinevalt raku
plasmamembraaniga (A. Ziegler, 2007).

1.2 RSP-de kasutamine transportvektorina
Lastmolekuli transpordiks rakku on vajalik see siduda RSP-ga. Selle jaoks on kaks

vOimalust, kas kovalentse sideme tekitamine RSP ja lastmolekuli vahel vOi mittekovalentne
komplekside  moodustamine, mis pOhineb elektrostaatilistel ja  hudrofoobsetel
interaktsioonidel RSP ja lastmolekuli vahel.

Kovalentse strateegia puhul Gihendatakse RSP lastmolekuliga tihti disulfiidsideme abil,
mis dissotsieeritakse raku tsutoplasmas, vabastades seeldbi transporditava molekuli (J.J.
Turner jt, 2007). Disulfiidsideme asemel on vdimalik kasutada ka amiid, tiasolidiin vOi
hidrasiinsidemeid (D.A. Stetsenko jt, 2000), kuid sel juhul vdib lastmolekul muutuda
inaktiivseks. Kovalentse strateegia puhul tekivad tépselt defineeritud RSP-lastmolekuli
konjugaadid. Samas on nende siintees keeruline ja kallis ning sobib eelkdige neutraalsete voi
vaikese laenguga molekulide transportimiseks. Lisaks on bioloogiline efekti saamiseks vaja

kasutada suuremaid RSP ja lastmolekuli kontsentratsioone kui komplekside moodustamise
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strateegia puhul.

Teine vdimalus, kuidas saab Uhendada RSP-d lastmolekuliga, on mittekovalentne
sidumine. Vastandmérgilise laengu tottu moodustavad RSP-d lastmolekuliga kokkusegamisel
nanokompleksid, mida hoiavad koos peamiselt elektrostaatilised ja hudrofoobsed
interaktsioonid. Esimesena rakendasid seda strateegiat Morris jt, kes néitasid, et MPG peptiid
suudab viia rakku nii Gheahelalisi kui ka kahelalisi oligonukleotiide (M.C. Morris jt, 1997).
Rittner jt, olid mdned esimesest, kes viisid plasmiidi rakku kasutades mittekovalentset
seondumist JTS-1 RSP-ga, mille algses jarjestuses olnud glutamiinhapped oli asendatud
lusiinidega voi arginiinidega (K. Rittner jt, 2002). Mittekovalentne strateegia on vorreldes
kovalentse strateegiaga lihtsam, kiirem ja odavam. Lisaks saavutatakse bioloogiline efekt
kasutades vaiksemaid kontsentratsioone, mis omakorda véhendab nanokomplekside
vlimalikku toksilist toimet rakkudele. Selline meetod sobib hasti splaissingut korregeerivate
oligonukleotiidide (SKO), siRNA ja plasmiidide transportimiseks rakkudesse. Uks suuremaid
miinuseid mittekovalentse strateegia puhul on see, et ei ole vGimalik tépselt kirjeldada, kuidas
kompleks on moodustunud, aga on vdimalik mdota fulsikalisi parameetreid, néiteks suurust
ja laengut. Teiseks probleemiks on see, et ei ole tdpselt teada komplekside sisenemise
mehhanismid. Lisaks v@ivad modned kompleksid olla ebastabiilsed ning laguneda teiste

bioloogiliste molekulide juuresolekul, néiteks seerumis vdi veres.

1.3 Endotsitoos
Vaid vdiksed ja laenguta molekulid suudavad passiivselt labida raku plasmamembraani,

mis on barjaar raku tsitosooli ja valiskeskkonna vahel. Osa molekule transporditakse labi
valguliste kanalite ja pumpade. Suure molekulmassiga hidrofiilseid molekule on véimalik
rakku transportida ainult endotsttoosi teel. Endotsiitoos on ATP energiat ndudev molekulide
transport rakkudesse, mille kdigus makromolekulid inkorporeeritakse transportvesiikulitesse.
Séltuvalt mootor- ja markervalkudest eristatakse mitu erinevat tilpi mehhanismi: klatriin- voi
kaveoliin-sdltuvat endotsltoosi, makropinotsiutoosi ning Kklatriin- ja kaveoliin-sdltumatut
endotsiitoosi.

Klatriin-s6ltuv endotsutoos on kdige paremini kirjeldatud endotsiitoosi mehhanism
ning see esineb kdikides rakkudes. Sellega kontrollitakse retseptorite  hulka
plasmamembraanil ning viiakse signaalmolekule rakkudesse (M. H. McMahon, 2011). Antud
endotsutoosi tulpi teostab klatriin, mis on ihendatud membraaniga abi valkude komplekside
kaudu. Mdned sellised olulised valgud klatriin-vahendatud endotsitoosis on nditeks adapter
valk 2 (AP2), AP180 ja epsiin (M. Marsh ja M. H. McMahon, 1999). Endotsiitoos algab
spetsiaalsetes kohtades, mis sisaldavad palju klatriini — klatriinga kaetud lohukestes.
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Transporditava  molekuli ~ seostumine  retseptoritega  kdivitab ~ plasmamembraani
deformatsiooni, mida teostavad klatriin-adapter valgu kompleksid (S. D. Corner ja S. L.
Schmid, 2003). Deformatsiooni kaigus moodustub transporditavaid molekule sisaldav
sfadriline sissesopistus. Sissesopistus ldigatakse plasmamembraanist lahti GTP-aasset
aktiivsust omava dinamiini abil, tekitades Klatriiniga kaetud vesiikuli (KKV), mis
transporditakse varastesse endosoomidesse (T. Harvey jt, 2011).

Kaveoliin-s6ltuv endotsiitoos on alternatiivne viis, kuidas molekule transporditakse
labi plasmamembraani. See esineb paljudes rakkudes ning on aktiivselt kasutatuses endoteeli
rakkudes ja adipotstiitides (R.G. Parton ja K. Simons, 2007 ). Kaveoliin-s6ltuv endotsiitoos
toimub kolesterooli- ja sfingolipiidirikastes plasmamembraani piirkondades, niinimetatud
lipiidsetes parvedes (i.k. ,lipid rafts“). Uheks olulisimaks valkudest kaveoliin-vahendatud
endotsutoosis on kaveoliin, mis seostub kolesterooliga ja osaleb plasmamembraanil, silindri-
vOi Kolvitaoliste sissesopistuste moodustumisel. Péarast sissesopistuste tekkimist ldigatakse
need plasmamembraanist diinamiini abil. Kaveoliin-vahendatud endotsiitoosi initsiatsiooni
mehhanismid ei ole Uheselt selged, kuid arvatakse, et kaveoolid sisaldavad retseptoreid, mis
on olulised endotsutoosi alustuseks (C. M. Thomas ja E. J. Smart, 2008). On néidatud, et
kaveoliini mitteekspresseerivad endoteelirakud ei suuda albumiini keskkonnast omastada. (S.
D. Corner ja S. L. Schmid, 2003). Samuti toimub kaveoliin-sdltuva endotsiitoosi abil
kolesterooli ja mitmesuguste signaalmolekulide transport (C. M. Thomas ja E. J. Smart,
2008). Lisaks kasutavad mdned patogeenid seda rada rakku tungimiseks (C. M. Thomas ja E.
J. Smart, 2008).

Makropinotsiitoos on (ks klatriin-sdltumatu endotsiitoosi variantidest. Protsessi
kaivitab signaalmolekulide seostumine retseptoritega, néiteks kolooniaid stimuleeriv faktor 1
(CSF-1) indutseerib  karakteersete suurte lamellipoodide tekke, mis (hinedes
plasmamembraaniga moodustavad suuri vesiikuleid — makropinosoome (J. P. Lim ja P. A.
gleeson, 2011). Selle mehhanismi kaivitavad tsttoskeletis paiknevad aktiini filamendid, mille
polumerisatsioon kéivitatakse Rho-perekonna GTP-aaside aktivatsiooniga (S. D. Corner ja S.
L. Schmid, 2003). Makropinotsiitoos tdidab mitte ainult endotsutoosi rolli, vaid ta osaleb ka
teistes raku protsessides, nditeks migratsioonis (A. Ridley jt, 2001). Makropinosoomid on
vorreldes KKV ja kaveoliin vesiikulitega palju suuremad, makropinosoom on umbes 100
korda suurem kui KKV (S. Falcone jt, 2006). Samuti nagu kaveoliin-vahendatud
endotsiitoosiga sisenevad makropinotsitoosi teel rakkudesse moned patogeenid, naiteks
viirused ja priionid (J.P. Lim jt, 2011).

Klatriin- ja kaveoliin-s6ltumatu endotsiitoosi mehhanismid on alternatiivsed rajad

makromolekulide ja osakeste transportimiseks ldbi raku plasmamembraani. Nende
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toimemehhanismid ja funktsioonid ei ole seni hasti kirjeldatud. Klatriin-séltumatuid
endotsutoositeid saab omakorda jagada kaheks: dinamiinist sdltuvad ja -sbltumatud (S.
Mayor ja R. E. Pagano, 2007). Dunamiin-s6ltuvas klatriin-s6ltumatus endotsiitoosis
kasutatakse teisi GTP-aase, nditeks RhoA-d (S. Mayor ja R. E. Pagano, 2007). See
endotsutoositee vastutab IL-2R-B internaliseerumise eest, kuid transpordib ka muid valke
immuunrakkudes ja fibroblastides (S. Mayor ja R. E. Pagano, 2007). Dinamiinist ja klatriinist
sOltumatu endotsitoos kasutab CDC42 ja ARF6 GTP-aase. Selle mehhanismi abil on néidatud
naiteks koolera toksiin B, taimse valgu ritsiini ja VacA rakkudesse sisenemist (S. Mayor ja R.
E. Pagano, 2007). Kaveoliin-sdltumatu endotsiitoosi hulka kuulub flotiliinidel pd&hinev
transpordirada, milles on oluline roll flotiliin-1 ja flotiliin-2 valkudel (G. P. Otto ja B. J.
Nichols, 2011). Flotiliinidega vahendatud endotsitoosil tekivad iseloomulikud tubulaarsed
plasmamembraani sissesopistused (G. P. Otto ja B. J. Nichols, 2011). Flotiliini-vahendatud
endotsutoosi on ndidatud glukosfingolipiid GM1 transpordis HelLa rakku (G. P. Otto ja B. J.
Nichols, 2011).

1.4 RSP-de kasutamine in vivo
Makromolekulaarsete ravimite arendamise osakaal on viimasel aastakiimnel

ravimitoostuses  suurenenud.  Uheks  kitsaskohaks — makromolekulaarsete  ravimite
véljatootamisel ja rakendamisel on see, et need ei suuda ise l&bida rakke Umbritsevat
plasmamembraani ning nad vajavad transportimiseks spetsiaalseid siisteeme. Uheks selliseks
vBimaluseks on RSP-d, mis omavad vdimet transportida nii makro- kui véikseid bioloogilisi
molekule tsttosooli ja tuuma. Fawell jt, naitas esimesena, et kovalentselt TAT valguga seotud
B-galaktosidaas on vdimeline akumuleeruma hiirte organites, parast veeni sustimist (S. Fawell
jt, 1994). Need tulemused panid aluse teiste komplekside ja liitvalkude stinteesimiseks, et
arendada RSP in vivo kasutamist. Varsti pédrast esmaseid rakendusi jouti ka RSP ja
terapeutiliste molekulide konstruktide kasutamiseni. Rousselle jt, nditasid oma t6ds, et D-
penetratiini ja doksorubitsiini konjugaat suudab labida vere-aju barjaari ning ravimi
kontsentratsioon rakkudes on k&rgem vorreldes tavalise doksorubitsiiniga (C. Rousselle jt,
2000). Sustemaatiline Bucci jt, poolt sunteesitud kimdarse konjugaadi Antp ja kaveoliin-1
kinnitusdomeeni manustamine vahendas hiirtes pdletiku tekkimist (M. Bucci jt, 2000). Need

t66d on nédidanud, et RSP konjugaate on voimalik kasutada terapeutiliste efektide saamiseks.

Eraldi vdib valja tuua nukleiinhapete transportimise kasutades RSP-sid. Plasmiidne

DNA, siRNA ja teised ON-d on perspektiivsed geneetilised terapeutikumid, mille

transportimist on palju uuritud. Nukleiinhapete transpordiks on vdimalik kasutada nii

kovalentset kui mittekovalentset strateegiat. Pooga jt nditasid, et pAntp vOi Transportaaniga
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kovalentselt Uhendatud galaniini retseptor-1 antisens peptiidse nukleiinhappega (PNA) on
vBimalik tekitada fusioloogilisi muudatusi rottide seljaajus (M Pooga jt, 1998). Uhena
esimestest kasutas mittekovalentset strateegiat in vivo Rittner. Tema poolt modifitseeritud
JTS1 peptiid moodustas plasmiidiga nanokomplekse ning pérast nende slstimist veeni leiti
reportergeeni ekspressiooni produkte hiire kopsu kudedes (K. Rittner jt, 2002). Hiljem on
teised uurimisrihmad ndidanud sarnaseid tulemusi, kasutades erinevaid RSP-sid ja
nukleiinhappeid (K. Kurrikoff jt, 2015).

RSP-del pdhinevate transportsusteemide kasutamisega on seotud rida probleeme,
naiteks vOimalik ebaspetsiifilisus vdi -stabiilsus, toksilisus ja véhene v@ime vabaneda
endosoomidest. Endosoomidest vabanemine ja stabiilsete komplekside moodustamine on
vOimalik lahendada RSP modifikatsioonidega. Naiteks PF6 (Joonis. 1) moodustab siRNA-ga
stabiilseid komplekse ning inhibeerib hiirtes endogeensete geenide ekspressiooni erinevates
organites (S. el Andaloussi jt, 2011). Spetsiifilisuse all mdistetakse, et kompleksid
transfekteerisid selektiivselt patoloogilisi rakke voi kudet. Spetsiifilisuse saavutamiseks on
vOimalik kasutada kahte mehhanismi. Esimese korral lisatakse RSP-le spetsiifiline
peptiidijarjestus, mis seostub marklaudrakkudega. Uheks selliseks peptiidiks on Myrbergi
poolt siinteesitud pVEC-PEGA, kus PEGA on spetsiifiliselt rinnavahi rakkudega seonduv
peptiid. Hose jarjestusega, mis on glioomi rakkudega seostuv peptiid, sarnase konstrukti
slinteesis Eriste (E. Eriste jt, 2013). Tahelepanuvddrne on see, et saadud molekulid
suurendasid tugevasti ravimi kontsentratsiooni vastavates kasvajates. Teine vdimalus
lahendada spetsiifilisuse problem on aktiveeritavate RSP-de kasutamine, modifitseerides
RSP-sid nii, et RSP-de transfektsioonivBime aktiveerub ainult spetsiifilises tingimustes.
Aktivatsiooni vdivad esile kutsuda kas teatud enstiimid (Jiang jt, 2004), pH erinevus (Lee Es
jt, 2008) vOi muud tingimused (H. Harada jt, 2002; S. Moktan jt, 2012). Selliste
transportsiisteemide toksilisuse kohta on keeruline Uldistusi teha. Kdrvaltoimed sdltuvad
kasutatava RSP omadustest organismist, lastmolekulidest ning paljudest teistest faktoritest,
kuid suures osas on RSP-del p6hinevad transportsiisteemid véahese toksilisusega (K. Kurrikoff
jt, 2015).

1.5 PepFect peptiidide perekond
PepFect (PF) peptiidide perekond koosneb modifitseeritud TP10 variantidest ja neid

saab pidada teise pdlvkonna RSP-deks. PF-d moodustuvad kokkusegamisel nukleiinhapetega

nanokomplekse. PepFect3 (PF3) pdhineb TP10 jérjestusel ning omab N-terminuses

steartlrihma. Rasvhappe lisamine suurendas PF3-ON nanokomplekside

splaissingukorrektsiooni efektiivsust HeLa pLuc 705 rakkudes (M. Mae jt, 2009) ja PF3-
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pPDNA komplekside ekspressiooni efektiivsust in vitro ja in vivo (T. Lehto jt, 2011).

PepFect6 (PF6) disainiti PF3 baasil (Joonis 1), eesmérgiga parandada
nanokomplekside vabanemist endosoomidest (S. el Andaloussi jt, 2011). PF6 omab
steartilrihma N-terminuses ning seitsmendas positsioonis paiknevale lsiini kilgahelale on
lisatud neli trifluorometdidlkinoliini jaéki (QN) (S. el Andaloussi jt, 2011). QN omab
klorokviiniga sarnast efekti pdhjustades endosoomide pundumist (,,endosome swelling®) ja
lagunemist (A. EIl-Sayed jt, 2008). Téhelepanuvaarselt omasid PF6-siRNA kompleksid in
vivo katsetes kdrgemat siRNA efekti vorreldes PF3 kompleksidega ning saavutatud siRNA
vaigistamise tase oli sarnane kommertsiaalse transfektsioonireagendiga LF2000
(,,Lipofectamine 2000™<, Invitrogen). Samas oli PF6-siRNA komplekside toksilisus vaike
ning rakkude elulemus ei vahenenud (S. el Andaloussi jt, 2011).

PepFectl4 (PF14) pdhineb samuti PF3 jérjestusel. PF14 jdrjestuses asendati
isoleutsiinid leutsiinidega ja lUsiinid ornitiinidega (Joonis 1), mis suurendavad afiinsust DNA
suhtes ja aitavad seetdttu moodustada stabiilsemaid komplekse (K. Ezzat jt, 2011). Lisiinide
asendamine ornitiinidega oli tingitud sellega, et ornitiinipShised siisteemid on efektiivsemad
kui lUsiinipdhised (E. Ramsay ja M. Gumbeltone, 2002). PF14 on edukalt kasutatud pDNA,
siRNA ja SKO molekulide transportvektorina rakendades mittekovalentse seostumise
strateegiat.

PepFectl5 (PF15) thendab endas PF6 ja PF14 modifikatsioone (Joonis 1). Uue
peptiidse vektori efektiivsust kontrolliti miR-21 vastase miRNA oligonukleotiidi (AMO) ja
splaissingut korrigeeriva oligonukleotiidi (SKO) transportimisega rakku. Saadud tulemused
naitasid, et PF15 on oluliselt efektiivsem transfektsioonipeptiid kui PF14 ning AMO ja SKO
efektide tase oli vOrreldav LF2000 saaduga. Samuti nagu teiste PF perekonna peptiidide puhul
oli PF15 komplekside toksilisus minimaalne v@rreldes LF2000 transfektsioonireagendiga (S.
Lindberg jt, 2013).
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Joonis 1. PepFect perekonna peptiidide tuntumate liikmete struktuurid. PepFect3 on TP10 steariileeritud
analoog. PepFect6 mis sisaldab nelja trifluorometudlkinoliini jaaki (QN), mis lisatud 7 positsioonis paiknevale
lsiini kilgahelale kasutades lisiinide puud (S. El Andaloussi, 2011). PepFect 14 on steartllrihma sisaldav ja
ornitiinidega modifitseeritud TP10 analoog. PepFectl5 sisaldab nii PF6 kui ka PF14 modifikatsioone (S.
Lindberg, 2013).

1.6 PepFectl4 ja tema kompleksid nukleiinhapetega
Esimalt kasutati PF14 splaissingut korrigeerivate oligonukleotiidide (SKO)

transportimiseks (K. Ezzat, 2011). Katsetes ndidati, et PF14 on vOimeline moodustama
mittekovalentseid komplekse SKO-ga, mis on stabiilsed nii seerumvabas kui seerumit
sisaldavas keskkonnas. PF14 transportis SKO-sid efektiivselt HeLa-pLuc705 ja MDX hiire
muotuubidesse, mis on Duchenne lihasdlstroofia (Duchenne muscular dystrophy, DMD)
mudel. SKO efekti detekteeriti vdhemalt 60% rakkudes. Samuti nditasid autorid, et PF14-
SKO kompleksid on aktiivsed mitu pdeva ja neid on vbimalik luofiliseerida ilma et
transfektsiooniefektiivsus langeks, mis néitab komplekside kérget stabiilsust (K. Ezzat jt,
2011). PF14 on v@imeline ka teist tutpi nukleiinhappemolekule rakkudesse transportima. K-L
Veiman naitas, et PF14 moodustab komplekse ka pDNA molekulidega (PF14-pDNA), mis on
stabiilsed seerumi juuresolekul ning suudavad transfekteerida rakke oluliselt efektiivselt kui
samast peptiidiperekonnast PF3 (K-L. Veiman jt, 2013).

PF14-SKO ja PF14-pDNA komplekside fusikaliste parameetrite iseloomustamisel on
naidanud, et soltumata sodtmekeskkonnast, milles kompleksid valmistati, omavad nad
negatiivset zeta-potentsiaali. PF14-SKO jaoks on potentsiaal keskmiselt -11 mV seerumit
sisaldavas s0otmes (K. Ezzat jt, 2012) ning PF14-pDNA komplekside laengu keskmine
vadrtus on -26 mV vastavas keskkonnas (K-L. Veiman jt, 2013). H. Margus jt néitasid
transmissioon elektronmikroskoobi (TEM) analliisiga, et PF14-pDNA nanopartiklide kuju on
varieeruv ja voib olla sfadriline, ellipsoidne v6i hargnenud ning partiklite keskmine diameeter
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on 50 — 60 nm, PF14-SKO ja PF14-siRNA kompleksid on vdiksemad ja nende suurused on
vahemikus 20 — 40 nm. (H. Margus jt. 2015). PF14 ja nukleiinhappe komplekside toksiline
mdju rakkudele on véike ja rakkude elujbulisus ei vahene (K-L Veiman jt, 2013).

1.7 NickFect peptiidide perekond
NickFectid on RSP-de perekond, mis kuulub teise pdlvkonna RSP-de hulka. Uks osa

peptiide selles perekonnas disainiti eesmargiga saada kdverust omava struktuuriga RSP-d
efektiivseks nukleiinhapete transportimiseks. Selliste transfektsioonipeptiidide esindajaks on
NF51, NF53 ja NF61. Nendest kolmest peptiidist kdige efektiivsem oli NF51. NF51 aluseks
on vdetud TP10, mille N-terminaalsesse otsa on lisatud steartutlrihm (M. Mae jt, 2009). NF51
seitsmenda positsioonis paiknev llsiin asendati ornitiiniga ning kuuendas positsioonis olev
glutsiin seoti ornitiini 8-NH; rithma, mitte a-NH, riihma kilge. P. Arukuusk jt nditasid et
NF51 on vdimalik kasutada pDNA, SKO ja siRNA tranportvektorina (P. Arukuusk jt, 2013).

Teine osa NF tulpi peptiididest on fosforuleeritud. Need RSP-d disainiti eesmargiga
muuta PF3 vektor pH-tundlikuks ning suurendada RSP interaktsioone plasmamembraaniga (N.
Oskolkov jt, 2011). Siia rihma kuuluvad fosfaatrihma sisaldavad NF1 ja NF2, milles on
kaheksandas positsioonis paiknev isoleutsiin asendatud treoniiniga. Peamiselt on nende
peptiidide abil transporditud SKO-sid.

1.8 NickFect51 ja tema kompleksid
NF51 ja SKO, siRNA vdi pDNA inkubeerimisel sobivas vahekorras moodustuvad

negatiivse laenguga kompleksid, mis on stabiilsed seerumit sisaldavas keskkonnas (P.
Arukuusk jt, 2013). NF51 kompleksid omavad sfaarilist kuju sdltumata sellest, missugust
tldpi nukleiinhapet kasutada, ning nende suurused varieeruvad 30 kuni 50 nm. (H. Margus jt,
2015). NF51-pDNA kompleksid on vdimelised efektiivselt transfekteerima suurt hulka
erinevaid rakuliine, néiteks CHO, U87, HelLa ja U2SO (P. Arukuusk jt, 2013). NF51-pDNA
komplekside transfektsiooni efektiivsus on samavééarne kommertsiaalse LF2000-ga seerumit
sisaldavas rakus6otmes voi isegi kdrgem soltuvalt rakuliinist. Lisaks sellele on néidatud, et
NF51-pDNA kompleksid on efektiivsed ka raskesti transfekteeritavates rakkudes nagu néiteks
Jurkat, A20 ja MEF. NF51 on vdimalik rakendada ka imetajate valkude tootmisesusteemis
QMCEF tehnoloogiaga (P. Arukuusk jt, 2013).

NF51-SKO komplekside stabiilsus ja tranfektsiooni efektiivsus on kdrge. Komplekse
on vdimalik detekteerida rakkudes 4 tunni parast keskkonda lisamist ja nii seerumit sisaldavas
kui seerumvaba keskkonnas oli lutsiferaasi ekspressiooni tase oli 100 kdrgem vorreldes
kontroll rakkudega (P. Arukuusk jt, 2013).
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NF51-siRNA kompleksid on labiilsemad vorreldes NF51-pDNA kompleksidega ning
nende efektiivsus s6ltub tugevasti seerumi olemasolust keskkonnas. Seerumvabas keskkonnas
on voimalik detekteerida SIRNA efekti 90% rakkude populatsioonist, aga seerumi
juuresolekul detekteeriti bioloogilist aktiivsust ainult 60% rakkudest. Samal ajal olid
transfektsiooniefekti saavutamiseks vajaminevad SiRNA ja peptiidi kogused véikesed,
peptiidil 0,5 voi 1 uM ja siRNA kontsentratsioon vahemikus 20 kuni 50 nM. Komplekside
toksilisuse kontroll, kasutades CytoTox-Glo™ meetodit naitas, et NF51 kontsentratsioonid
vahemikus 0.5 kuni 1 pM ei vahenda rakkude ellujaamist ja funktsionaalsust (P. Arukuusk jt,
2013).

1.9 PF14 ja NF51 komplekside internaliseerumine
PF14 ja NF51 RSP-d on efektiivsed nukleiinhapete transportimise slisteemid nii in

vitro kui in vivo, kuid nende laiemaks rakendamiseks biomeditsiinis ja uurimistdés on vaja
teada nende toimemehhanisme. PF14-SKO kompleksidega 4 °C juures t66deldud rakkudes on
SKO bioloogiline aktiivsus margatavalt vaiksem, mis néitab, et kompleksid internaliseeritakse
rakkude poolt, kasutades energiat vajavaid transportmehhanisme, s.t. endotsitoosi abil. Seda
tbestab ka fakt, et klorokviini (p6hjustab endosoomide pundumist ja I6hkemist) olemasolu
keskkonnas suurendab SKO efekti, samal ajal kui transfektsiooni efektiivsus jaab samaks,
viidates et PF14-SKO kompleksid transporditakse endosoomidesse ning klorokviin aitab
nanokompleksidel nendest valjuda (K. Ezzat jt, 2011). Teades, et kompleksid omavad
negatiivset pinnalaengut, pakuti, et nad interakteeruvad rakupinnal spetsiifiliste retseptoritega,
mis suudavad negatiivse laenguga partikleid seondada. Sobivamaks kandidaadiks peeti
pludurretseptorite tilp A perekonda (i.k. ,,scavenger receptors class A“) (SR-A), kuna varem
naidati, et negatiivse laenguga nanokompleksid transporditakse rakku SR-A retseptorite abil
(S. Nagayama jt, 2007). Kasutades RT-PCRi néidati, et HeLa rakkudes on olemas kaks klass
A tlupi puldurretseptoreid: SR-A3 ja SR-A5 ning nende ekspressiooni mahasurumine
siRNA-ga véhendab drastiliselt PF14-SKO komplekside splaissingu efektiivsust Hela
rakkudes (K. Ezzat jt, 2012). Hiljuti nditasid S. Lindberg jt, et SR-A3 ja SR-A5 retseptorite
uleekspresseerimine tdstab PF14-pDNA komplekeside transfektsiooni efektiivsust (S.
Lindberg jt, 2015). C. Juks koos kolleegidega leidis hiljuti, et SR-A3 ja SR-A5 retseptorid
puuduvad tavatingimustes HelLa rakkude pinnal ning neid eksponeeritakse vaid siis, kui
keskkonnas on PF14-SKO kompleksid. Need tulemused Kkinnitasid SR-A3 ja SR-A5
retseptorite olulisust PF14 peptiidiga moodustatud nanokomplekside internaliseerumises.
Kasutades endotsutoosi farmakoloogilisi inhibiitoreid leiti, et kdige rohkem mojutas RSP-

SKO nanokomplekside splaissinguefektiivsust HelLa rakkudes amiloriid, mis inhibeerib
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makropinotsitoosi, ning mdnevdrra ka ndstatiin, mis on kaveoliin-sdltuva endotsitoosi
inhibiitor. Makropinotsutoosi osalus PF14-SKO komplekside internaliseerumises kinnitati ka
TEM abil, kus oli néha, et kompleksid paiknesid plasmamembraanil lamellipoodides, mis on
iseloomulikud makropinosoomide tekkele (C. Juks jt, 2015).

Ka pDNA kompleksid NF51-ga on negatiivse laenguga ning kasutavad
internaliseerumiseks SR-A retseptoreid. P. Arukuusk koos kolleegidega néitas, et Hela
rakkude to6tlus SR-A inhibeeritavate ligandidega vahendab NF51-pDNA komplekside
transfektsiooni efektiivsust (P. Arukuusk jt, 2013). Nii naiteks t66tlus dekstraan-sulfaadiga
vahendas NF51-pDNA ja NF1-pDNA transfektsiooni 90% vorra, fukoidaan omakorda
védhendas lutsiferaasi ekspressiooni 90% vdrra. Farmakoloogiliste inhibiitorite abil ndidati, et
ka NF51 peptiidiga moodustatud kompleksid internaliseeritakse makropinatsiitoosiga ning
Klatriin- ja kaveoliin-vahendatud endotsutoosi inhibeerimine ei pérsi oluliselt plasmiidilt
ekspressiooni (P. Arukuusk jt, 2013). NF51-pDNA komplekside sisenemine HelLa rakkudesse
makropinotsitoosi teel kinnitati tdiendavalt TEM-i abil, mis naitas komplekside paiknemist
makropinotsitoosile omastes lamellipoodides, aga mitte kaveoliini- vdi klatriin-sdltuvale

endotsutoosile véikestes invaginatsioonides (P. Arukuusk jt, 2013).

1.10 Paddurretseptorid
Plddurretseptorid (i.k. Scavenger receptors, SR) — on suur transmembraansete

retseptorite superperekond, mis téidavad erinevaid rakulisi funktsioone (A. Pluddemann jt
2007). Esimesed selle perekonna retseptorid avastati ja kirjeldati Goldstein ja Brown poolt
aastal 1979 makrofaagidel, kus ndidati nende vdimet siduda atsetiileeritud ja oksldeeritud
madala tihedusega lipoproteiine (LDL) (M. S. Brown ja J. L. Goldstein, 1979). Praeguseks on
naidatud, et SR-d tunnevad &ra vaga laia valikut erinevate omadustega molekule, nditeks beta-
amuloide, kollageeni, apolipoproteini Al ja E (J. E. Murphy jt, 2005). SR-d osalevad
endotsitoosis ja immuunsusteemi protsessides, tunnevad dra nii Gram-positiivseid kui ka
Gram-negatiivseid baktereid ning on olulised rakkude adhesioonis (J. L. Kelley jt, 2014).
Plldurretseptorid jagatakse kaheksasse klassi: A — H, kus need on grupeeritud sarnaste
struktuuride ja jarjestuste alusel (A. Pliddemann jt, 2007; M. Prabhudas jt, 2014).
Pludurretseptorid on nuldseks leitud mitte ainult makrofaagidel vaid praktiliselt kdigis
imetajate rakuttitipides (J. E. Murphy jt, 2005) ning ka nematoodidel (T. K. Means jt, 2010).

1.11 Klass A puddurretseptorid
Klass A putdurretseptorite (SR-A) rihm koosneb viiest litkmest: SR-Al, mis omab

kahte erinevat splaissingu varianti SR-A1.1 ja SR-Al1.2, MARCO, SR-A3, SR-A5 ja SR-A4
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(J. Ben jt, 2015). Nad on koik teist tlupi transmembraansed glukoproteiinid, mis
moodustavad  trimeere.  Struktuurselt  koosnevad SR-A-d  jargmisest  osadest:
tsutoplasmaatiline saba, transmembraanne domeen, speiser jarjestus (,,spacer®), alfa-
helikaalne (,,coiled coil*“) domeen, kollageenilaadne domeen ja tslsteiinirikkas domeen C-
terminuses (A. Pliddemann jt, 2007). SR-A-d erinevad omavahel teatud struktuurielementide
puudumise vOi olemasolu v6i modifikatsioonide osas (Joonis 2) (J. Ben jt, 2015). Ligandi
sidumise piirkond paikneb SR-A kollageenilaadses domeenis, mis koosneb Gly-Xaa-Yaa
kordusjérjestustest (T. Doi, jt 1993). Xaa ja Yaa voivad olla suvalised aminohapped, kuid on
naidatud, et lusiinid taidavad suur osa nendest positsioonidest ja see vGimaldab retseptoritel
siduda negatiivselt laetud ligande (T. Doi, jt 1993).
z:z Kollageeni domeen

w Alfa - helikaalne superhelikaalne domeen
C

% Tsusteiini rikas domeen c c
¢ C - taipi lektiin
cSe
Seriini / treoniini rikas domeen
'%? %z§ cCc¢ § \%’ ? g

l
NN NN NNN NNN NNN NNN NNN
SR-A1 SR-A11 SR-A12 SR-A3 SR-A4 SR-A5 MARCO

Joonis 2. Puudurretseptorite klass A perekond. Retseptorid omavad sarnast struktuuri ja erinevad (ksteisest
modifikatsioonide olemasolu vi struktuurikomponentide osalise puudumise poolest (J. Ben jt, 2015).

Peaaegu kOik SR-A retseptorid seovad modifitseeritud LDL molekule, kuid iga retseptor
omab ka teisi funktsioone (J. E. Murphy jt, 2005). SR-A1 on v6imeline &ra tundma patogeene
ja osaleb apoptootiliste timotsutide eemaldamises (J. L. Kelley jt, 2014). Selle retseptori abil
indutseeritakse Staphylococcus aureus fagotsiitoos ja mikrogliia rakkudes endotsiteeritakse
amuloid-p molekule (C. A. Thomas jt, 2000). MARCO on oluline immunststeemi toimimises
ta on ekspresseeritud makrofaagidel kdrgel tasemel ning tunneb &ra baktereid ja teisi 6hu
kaudu levivaid patogeene (J. E. Murphy jt, 2005). SR-A4, samuti nagu MARCO on seotud
Immuunsusega ning tunneb dara parmi, Gram-negatiivseid ja Gram-positiivseid baktereid (K.
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Ohtani jt, 2001). Téanu vdimele siduda oksideeritud LDL molekule osaleb SR-A4
lipoproteiinide metabolismis endoteeli rakkudes (J. E. Murphy jt, 2005). Erandina ei suuda
SR-A5 modifitseeritud LDL molekule siduda, kuid nende asemel seob ta ferritiini,
transportides raua ioone rakkudesse (J. Y. Li jt, 2008). SR-A3 ei eksponeerita rakkude pinnale,
kuna ta paikneb endoplasmaatilises v@rgustikus, ning tema vdime siduda ja transportida
modifitseeritud LDL molekule on kusitav (A. Pliddemann jt, 2007). Samas néidati hiljuti, et
SR-A3 osaleb PF14 vahendatud nukleiinhapete sisenemises rakkudesse (C. Juks jt, 2015).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 T66 eesmargid
Ké&esoleva t66 eesmérgid oli:

1. Kaardistada pludurretseptorite SR-A3 ja SR-A5 paiknemise HelLa ja A549 rakkudes
PF14-pDNA ja NF51-pDNA nanokomplekside juuresolekul ning ilma.

2. Vorrelda PF14-pDNA ja NF51-pDNA nanokomplekside transfektsiooni efektiivsust
HelLa ja A549 rakkudes.

3. Kontrollida, kas SR-A3 ja SR-A5 transpordi indutseerimine plasmamembraani PF14
ja NF51 abil tGstab ka vastavate pDNA-ga nanokomplekside transfektsiooni

efektiivsust.

4. Analutsida millised endotsttoosi rajad on olulised PF14-pDNA nanokomplekside

transfektsioonis.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud rakuliinid
Antud to6s kasutati emakakaelavahi rakke HeLa-pLuc705 ja inimese

bronhoalveolaarse epiteeli vahi rakke A549. Rakke kasvatati +37 °C juures 5% CO,
sisaldavas atmosfaaris IMDM (“Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium®, Corning, Manassas,
VS, USA) s66tmes, mis sisaldas 10% veise loote seerumit (Corning, Manassas, VS, USA),

100 Ul/ml penitsillini ja 100 pg/ml streptomdtsiini.

2.2.2 Kasutatud peptiidid ja nukleiinhapped
Kéesolevas to0s kasutati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis Molekulaarse

biotehnoloogia grupi poolt slinteesitud peptiide:
PepFectl4 (PF14) — stearliul-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH,
NikFect51(NF51) — stearliil-AGY LOINLKALAALAKKIL-NH,

T60s kasutati pAc-B-aktiin-EGFP plasmiidi (Clontech Laboratories, Mountain View, CA,
USA) ja lutsiferaasi kodeerivat plasmiidi pGL3 (Promega, Rootsi). Plasmiidide
paljundamiseks kasutati DH5a kompetentseid baktereid ja puhastamiseks plasmiidi

puhastamise kitti “QIAGEN Plasmid DNA Purification Kit” (QIAGEN, Hilden, Germany).
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Plasmiidi pGL3 margistamiseks kasutati plasmiidi margistamise Kitti “Mirus Label IT®
Cy™5 Labeling Kit” (Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA).

2.2.3 Kasutatud antikehad
SR-A3 ja SR-A5 detekteerimiseks kasutati kitses toodetud primaarset antikeha anti-

SCARAZ3 (Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Saksamaa, sc-87421) ja kululikus
toodetud anti-SCARAGS (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, LOT: R12563) antikeha.
Sekundaarsete antikehadena kasutati: kutlikus toodetud kitse vastaseid AlexaFluor555
(Invitrogen, MS, USA) margisega antikehasid ja kitses toodetud AlexaFluor555 (Invitrogen,
MS, USA) mérgisega kuiliku vastaseid antikehasid.

Rakkude fikseerimiseks kasutati 3% paraformaldehiidi (PFA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) lahust fosfaatpuhvris. Mittespetsiifilise seondumise blokeerimiseks kasutati
10ssipulbrit (“Non Fat Dry Milk”, Amresco Inc, Solon, OH, USA) ja pesemiseks Uhekordset
naatriumfosfaat puhvrit (PBS, Corning, Manassas, VS, USA). Preparaadid sulundati 30%
glutserooliga (PBSis) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA).

2.2.4 Kasutatud endotsutoosi inhibiitorid
Endotsiitoosiradade osaluse uurimiseks RSP-pDNA nanokomplekside sisenemisel

rakkudesse kasutati kloorpromasiini, 5-(N-etutl-N-isopropudil)-amiloriidi (EIPA), klorokviin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) ja nistatiini (Amresco Inc, Solon, OH, USA).

2.2.5 Plasmiidi transformeerimine
Transformeerimiseks kasutati kompetentseid DH5a bakteri rakke. 100 pl barteritele

lisati 1 pl (800 ng/pl) plasmiidse DNA lahust I6ppkontsentratsiooniga 8000 ng/ml ja tehti
kuumasokk kestvusega 3 minutit +42° C juures, misjarel asetati bakterid 5 minutiks jaale.
Jargnevalt lisati bakteritele vedelat LB (Lysogeny Broth) sd6det 1 ml mahuni ja inkubeeriti 1
tund +37 °C juures kiirusega 300 podret minutis (rpm). Parast inkubatsiooni tsentrifugeeriti
bakterid kiirusega 5000 rpmi ja eemaldati supernatant ettevaatlikult nii, et alles jai umbes 100
pl lahust. Seejarel bakterid suspendeeriti ning kanti 50 pg/ml kanamutsiini sisaldavatele

agarplaatidele ning kasvatati 14 tundi +37 °C juures.

2.2.6 Plasmiidse DNA paljundamine ja puhastamine
DNA paljundamiseks kasvatati pAc-EGFP ja pGL3 transformeeritud DHS5a

kompetentseid rakke 14 tundi agarplaatidel, mis sisaldasid 50 pg/ml kanamiitsiini. Seejérel
tosteti igalt plaadilt Uks koloonia 100 ml vedelasse LB-sootmesse mis sisaldas 50 pg/ml

kanamditsiini. Baktereid kasvatati 12 tundi +37 °C juures segamiskiirusega 180rpm.
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Plasmiidi puhastamiseks kasutati pDNA puhastamise kitti “QIAGEN Plasmid DNA
Purification Kit” (Qiagen N.V., Dusseldorf, Saksamaa) vastavalt tootjapoolsele protokollile.
Plasmiidi kontsentratsioon méaérati kasutades NanoDrop-1000 (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, USA) vastavalt tootja instruktsioonidele.

2.2.7 Rakku siseneva peptiidi ja plasmiidse DNA komplekside valmistamine
RSP-pDNA nanokomplekside valmisamiseks kasutati plasmiidi : peptiidi laengusuhet

1 : 3. Kasutatud pDNA Idppkontsentratsioon oli 0,5 pg ning peptiidide kontsentratsiooni

arvutamiseks kasutati allolevat valemit:

Suhe

X
RSP laeng X 660 X RSP Stock lahus) pDNA

2 X DNA kogus x 10° RSP
RSP maht = < gus(ug) )

RSP-pDNA nanokompleksid valmistati 1:10 transfektsiooniruumalast (50 pl) MilliQ
kvaliteediga vees lisades esmalt plasmiidi ning seejarel peptiidi. Nanokomplekse inkubeeriti 1
tund toatemperatuuril ning vahetult enne inkubatsiooni algust lisati kompleksidele 10% FBSi

sisaldav IMDM s6dde kuni 500 pl mahuni.

2.2.8 Rakkude tootlemine RSP-pDNA kompleksidega
HeLa-pLuc705 ja A549 rakke kasvatati +37 °C juures 5% CO sisaldavas keskkonnas,

10% FBS-i, 50 u/ml penitsilliin ja 50 pg/ml streptomitsiini sisaldavas IMDM s66tmes. 48
tundi enne eksperimendi algust kilvatati rakud tihedusega 20000 rakku/ml. 24-kannulisele
plaadile, mille pdhja olid eelnevalt asetatud 12 mm ldbimdbduga steriilsed klaasid. Rakke
pesti (ks kord IMDM so6tmega ning seejarel inkubeeriti RSP-pDNA 1 tund +37 °C juures

5% CO, sisaldavas keskkonnas.

2.2.9 PUlUdurretseptorite detekteerimine
Rakke pesti esmalt Uhekordse PBS-iga (PBS) ning seejarel fikseeriti 3%-lise

PFA/fosfaatpuhvri lahusega 30 minutit j&&l. Parast fikseerimist pesti rakke 3 korda 1xPBS-iga
5 minutit. Seejérel blokeeriti ebaspetsiifilised seondumissaidid vérskelt valmisatud 5%-lise
I6ssipulbri (NFDM)/PBS lahusega 30 min, misjérel pesti rakke kolm korda 1xPBS lahusega.
Seejarel inkubeeriti rakke 1 tund 30 pl-s kitses toodetud inimese SR-A3 vastase voi kidlikus
toodetud inimese SR-A5 vastase primaarse antikehaga lahjendusega 1:100-le 1%-lises
NFDM/PBS lahuses. Péarast primaarse antikehaga to6tlust pesti rakke 3 korda PBS-iga.
Jargnevalt inkubeeriti rakke 1 tund 30 pl sekundaarse antikehaga lahjendusega 1:500-le 1%-
lisess NFDM/PBS lahuses. SR-A3 detekteerimiseks kasutati AlexaFluor 555 maérgisega
klulikus toodetud kitse vastaseid antikehi ning SR-A5 detekteerimiseks kasutati AlexaFluor
555 margisega kitses toodetud kuiliku vastaseid antikehi. Parast sekundaarse antikehadega
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tootlust pesti rakke 3 korda PBS-iga. Tuumade visualiseerimiseks lisati rakkudele 400ul
DAPI lahust lahjendusega 1:2000 ja proove inkubeeriti toatemperatuuril 5 minutit. Liigse
DAPI eemaldamiseks pesti rake 3 korda PBS lahusega. Seejarel asetati proovid mikroskoobi

alusklaasidele ning sulundati 5 pul 30%-lise gliitserool/PBSi lahusega.

Proovid analliisiti konfokaalmikroskoobiga FV 1000 OVF 10278 (Olympus, Tokyo, Japan).
Kasutatud laserite lainepikkused olid 405 nm — DAPI, 537 nm - AlexaFluor555, 635 nm —
Cyanine5 ja nende tugevus oli 5% maksimaalsest. Maksimaalne laserite tugevus on 40 mV.
Preparaate analtdsiti Olilmmersioonis 60- vOi 100-kordse suurundusega Olympuse
objektiiviga (Olympus, Tokyo, Japan). Iga laseri signaali detekteeriti eraldi ning preparaate

pildistati erinevatel Z-telje tasanditel.

2.2.10. PUUdurretseptorite raku pinnale indutseerimine ja rakkude

transfekteerimine
24 tundi enne katse teostamist kilvati HeLa-pLuc705 v6i A549 rakud 6-kannulisele

plaadile tihedusega 15000-20000 rakku/ml ja inkubeeriti +37°C juures 5% CO, sisaldusega

keskkonnas.

Rakke pesti IMDM s66tmega ning SR-A retseptorite indutseerimiseks lisati PF14 v8i NF51
peptiidilahust 1 ml IMDM s66tmesse I6ppkonstentratsiooniga 1puM. Rakke inkubeeriti 1 tund
+37 °C juures 5% CO, sisaldavas keskkonnas. Pérast inkubatsiooni transfekteeriti RSP-
pPDNA kompleksidega 1 tund +37 °C juures 5% CO; sisaldavas keskkonnas. Seejérel pesti
rakke 0,2% heparaansulfaat/PBSi lahusega 5 minutit, lisati varske IMDM s6dde ja inkubeeriti
24 tundi.

2.2.10a Labivoolu tsutomeetria (FACS) proovide valmistamine ja

analtusimine
Rakkudelt eemaldati s66de ja lisati 500 uL tripsiin-EDTA lahust ning inkubeeriti 3

min, +37°C temperatuuril. Trupsiini aktiivsus inaktiveeriti 500 uL IMDM s66tmega. Seejarel
rakud suspendeeriti ja sadestati tsentrifugeerimisega kiirusega 1000 rpm-i +4°C juures 5
minutit. Supernatant eemaldati ettevaatlikult ja rakud suspendeeriti 250 pL-is PBS-is. Proovid
asetati jadle kuni FACS analliisi l&biviimiseni BD FACS Aria (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) aparaadiga. EGFP detekteerimiseks kasutati 488 nm lainepikkusega laserit

tugevusega 17 mV.

23



2.2.11 Endotsutoosi radade analtidsimine
24 tundi enne katse teostamist kulvati HeLa-pLuc705 v6i A549 rakud 24-kannulisele

plaadile tihedusega 10000 rakku/ml ja inkubeeriti +37 °C juures 5% CO, sisaldusega

inkubaatoris.

PF14-pDNA nanokompleksid valmistati nagu kirjeldatud peatiikis 2.3.3, kasutades 0,5 ug
pAc-EGFP plasmiidi. Rakke pesti PBS-iga ja lisati 0,5 ml IMDM sd6det mis sisaldas kas
kloorpromasiini (10 pM, Klatriin-vahendatud endotsutoosi inhibiitor), nustatiini (50 pM,
kaveoliin-vahendatud endotsttoosi inhibiitor), EIPAt (100 puM, makropinotsttoosi inhibiitor),
vOi Kklorokviini (100 uM, endosoomide hapustamise inhibiitor). Kdik kasutatud inhibiitorite
alglahused olid 1000 kordse kontsentratsiooniga. EIPA ja nistatin lahustati DMSO-s,
kloorpromasiin ja klorokviin MilliQ vees. Rakke inkubeeriti inhibiitoritega 30 minutit +37°C
temperatuuril, misjérel lisati eelnevalt moodustatud RSP-pDNA nanokompleksid ning
inkubeeriti veel 4 tundi +37 °C juures 5% CO, sisaldusega keskkonnas. Jargnevalt pesti rakke
0.2% heparaansulfaat/PBSi lahusega ja lisati varske IMDM s6dde ning proove inkubeeriti 24
tundi +37 °C temperatuuril. Pérast inkubatsiooni teostati FACS analiilis EGFP signaal
detekteeriti BD FACSAria (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) aparaadiga, kasutades

488nm lainepikkusega laserit tugevusega 17mV.
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2.3 Tulemused

2.3.1 SR-A retseptorite detekteerimine HelLa rakkude pinnal parast

inkubeerimist RSP-pDNA kompleksidega
Varasemalt on ndidatud, et PF14-SKO kompleksid kasutavad rakku sisenemiseks

kahte tlupi SR-A retseptoreid: SR-A3 ja SR-A5, mis eksponeeritakse rakkude pinnale, et
indutseerida komplekside transportimist HeLa rakkudesse (K. Ezzat jt, 2012). Teades seda, et
PF14 v6ib moodustada komplekse nii SKO kui ka pDNA-ga ning mdlemad kompleksid
omavad negatiivset pinnalaengut, siis tfendoliselt PF14-pDNA komplekside olemasolu
koekultuuri s66tmes peaks indutseerima HelLa rakkudes SR-A3 ja SR-A5 retseptorite
transpordi  plasmamembraani. HelLa rakkude (hetunnine inkubatsioon PF14-pDNA
komplekse sisaldavas so6tmes ja SR-A retseptorite kaudne immunofluorestsentsmérgistamine
naitas, et rakkude pinnale tdepoolest eksponeeritakse SR-A5 (Joonis 3, A) ja SR-A3
retseptorid (Joonis 3, B), kus punane signaal nditab retseptorite olemasolu. SR-Ab retseptorite
immunofluorestsentsi signaal rakupinnal on tugevam kui SR-A3, naidates et nende arv pinnal
vOib olla suurem. HelLa rakkude inkubeerimine ainult vastava RSP-ga p6hjustab samuti SR-
A5 ja SR-AS3 retseptorite suunamise plasmamembraani pinnale (Lisajoonis 1. A ja B), aga
immunofluorestsentssignaali intensiivsus ja retseptorite klastrite hulk on vérreldes kompleksi
sisaldavas so6tmes inkubeerituga vaiksem. Ainult plasmiidi lisamine rakkude keskkonda ei
pohjusta retseptorite eksponeerimist, mis nditab, et PF14 vdi tema kompleksid
nukleiinhappega on vajalikud SR-A5 ja SR-A3 retseptorite suunamiseks rakkude
plasmamembraani. See tulemus on kooskdlas varem leituga, et SR-A spetsiifiliselt tunnevad
ara PF14 peptiidi. (S. Lindberg jt, 2015)
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Joonis 3. Puldurretseptorite SR-A5 ja SR-A3 paiknemine HelLa rakkude pinnal pérast inkubatsiooni
RSP-pDNA kompleksidega. A. SR-A5 retseptorite paiknemine rakkude pinnal detekteerituna SCARA-5
antikehadega pdérast 1t inkubatsioni PF14-pDNA kompleksidega. B. SR-A3 retseptorid tuvastatuna SCARA-3
antikehade ja vastavata sekundaarsete antikehadega pdrast inkubatsioni PF14-pDNA kompleksidega. C. SR-A5
retseptorite paiknemine pinnal parast inkubatsiooni NF51-pDNA kompleksidega tuvastatuna vastava primaarse
ja sekundaarsete antikehadega. D. SR-A3 retseptorite tuvastamine pinnal SCARA-3 antikehade ja vastava
sekundaarse andtikehadega pdrast inkubatsiooni NF51-pDNA kompleksidega. Sekundaarsed antikehad on
margistatud AlexaFluor555-ga. M8&tldik on 10 pum.

NF51 moodustab negatiivse pinnalaenguga komplekse pDNA-ga ja nagu PF14 on see teise
pdlvkonna RSP, mis on disainitud PF3 lahtudes. On teada, et negatiivse laenguga RSP-
nukleiinhapete kompleksid kasutavad rakkudesse sisenemiseks SR-A retseptoreid (P.
Arukuusk jt, 2013). HelLa rakkude inkubeerimine NF51-pDNA kompleksidega ja SR-A
retseptorite detekteerimine, kasutades kaudset immunofluorestsentsmérgistamise metoodikat
Kinnitas, et nii SR-A5 kui SR-A3 retseptorid eksponeeritakse komplekside toimel HelLa
rakkude pinnale (Joonis 3. C ja D). NF51-pDNA komplekside toimel suunatakse SR-A5 ja
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SR-A3 retseptorid HelLa rakkude plasmamembraanile vorreldavas hulgas. Ainult peptiidi
enese lisamisel so0tmesse suunatakse samuti mdlemad retseptorid rakkude pinnale
(Lisajoonis 1. C ja D). SR-A retseptorite transportimine rakkude pinnale peptiidi enese toimel

naitab, et just RSP kaivitab kompleksi transportimise protsessi rakku.

2.3.2 SR-A retseptorite detekteerimine A549 rakkude pinnal parast

inkubeerimist RSP-pDNA nanokompleksidega
HeLa rakkudega saadud tulemused tekitasid kiisimuse kas ka teised laialtkasutatavad

rakuliinid rakendavad samu retseptoreid PF14-pDNA ja NF51-pDNA komplekside
internaliseerimiseks, ning kas nende pinnale eksponeeritakse SR-A5 ja SR-A3 retseptoreid.
Pustitatud kisimusele vastuse leidmiseks valiti A549 (inimese alveoolide basaalepiteeli

adenokartsinoomi) rakuliin.

Esimesed katsed naitasid, et SR-A3 ja SR-A5 retseptorid praktiliselt puuduvad A549
rakkude pinnal ka péarast PF14-pDNA kompleksidega inkubeerimist. Sellepérast kontrolliti,
kas vastavad nanokompleksid on uldse vdimelised seostuma A549 rakkudega, kasutades Cy5-
ga margistatud pDNA-d. PF14-pDNA kompleksid siiski seostusid A549 rakkudega, ning
nende pinnale eksponeeriti vahesel maaral SR-A3 retseptoreid (Joonis 4.B). Ullatavalt SR-
A5 retseptorid detekteeritavad ei olnud (Joonis 4.A). Rakkude inkubatsioon ainult PF14
sisaldavas so6tmes andis analoogse tulemuse: SR-A3 eksponeeriti rakkude pinnal (Lisajoonis
2. B) aga SR-ADS retseptoreid mitte ( Lisajoonis 2. A).

27



SR-A5 AF555 PF14-pDNA-Cy5 SR-A3 AF555 PF14-pDNA-Cy5

-

SR-A5 AF555 NF51-pDNA-Cy5 SR-A3 AF555 NF51-pDNA-Cy5

Joonis 4. Pludurretseptorite SR-A5 ja SR-A3 paiknemine A549 rakkude pinnal pérast inkubatsiooni
RSP-pDNA kompleksidega. A. SR-A5 retseptorite paiknemine rakkude pinnal detekteerituna SCARA-5
antikehadega pérast inkubatsioni PF14-pDNA kompleksidega. B. SR-A3 retseptorid tuvastatuna SCARA-3
antikehade ja vastavata sekundaarsete antikehadega pérast inkubatsioni PF14-pDNA kompleksidega. C. SR-A5
retseptorite paiknemine plasmamembraanis pérast inkubatsiooni NF51-pDNA kompleksidega tuvastatuna
vastava primaarse ja sekundaarse antikehadega. D. SR-A3 retseptorite tuvastamine SCARA-3 antikehade ja
vastava sekundaarse andtikehadega pérast inkubatsiooni NF51-pDNA kompleksidega. Sekundaarsed antikehad
on maérgistatud AlexaFluor 555-ga. pDNA on margistatud Cy5-ga ja joonistel omab rohelist pseudovarvi.
M&6tldik on 10 pm.

Sarnaselt PF14-pDNA komplekside toimega néitas, A549 rakkude inkubeerimine NF51-
pDNA-Cy5 komplekse sisaldavas s0otmes, et plasmamembraanile transporditi vaikeses
koguses SR-A3 retseptoreid (Joonis 4. B) kuid SR-A5 retseptorid puuduvad raku pinnal
(Joonis 4. A). Analoogne tulemus saadi ka inkubeerides A549 rakke NF51 peptiidi sisaldavas
s66tmes (Lisajoonis 2. C ja D), kus on nédha SR-A3, kuid SR-A5 retseptorid puuduvad. HelLa

rakkudes nahtust oluliselt erinevad tulemused omakorda tekitasid kiisimuse, kas SR-A5
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retseptoreid ei suunata rakkude pinnale, seda valku ei ekspresseerita A549 rakuliinis vdi ei ole
retseptorid tuvastatavad kasutatud SCARA-5 antikehadega. SR-A5 ekspressioni kontrollimine
permeabiliseeritud A549 rakkudes naitas, et rakud ekspresseerivad SR-A3 retseptoreid, kuid
mitte SR-A5 (Lisajoonis 3). Saadud tulemused nditavad, et PF14-pDNA ja NF51-pDNA
komplekside juuresolekul kaitub A549 rakuliin sarnaselt HelLa rakuliiniga suunates SR-A3
retseptori plasmamembraani. SR-A5 detekteerimine ei andnud tulemusi, mis viitab sellele, et
need retseptorid A549 rakkudes puuduvad voi ei ole tuvastavad kasutatud primaarsete

antikehadega.

2.3.3 PF14-pDNA komplekside endotsiitoosimehhanismide analtitis HeLa

rakkudes
K. Ezzat jt nditasid, et PF14-SKO kompleksid kasutavad endotsutoosi rakkudesse

sisenemiseks (K. Ezzat jt, 2013). P. Arukuusk omakorda néitas farmakoloogiliste inhibiitorite
abil, et NF51-pDNA kompleksid kasutavad Hela rakkudesse sisenemiseks ainult
makropinotsitoosi. Kuna need tulemused véljendasid kogu rakupopulatsiooni kaitumist ega ei
vOimaldanud hinnata transfekteeritud rakkude hulka populatsioonis (P. Arukuusk jt, 2013),
rakendati kéaesolevas t60s FACS ja CLSM anallisi. Endotsutoosi mehhanismide
analliusimiseks kasutati jargmisi inhibiitoreid: EIPA-t et inhibeerida makropinotsitoosi,
klatriin-vahendatud endotsitoosi inhibeerimiseks kloropromasiini ning kaveoliin-vahendatud
endotsutoos inhibeeriti nistatiiniga. Inhibiitorite juuresolekul teostati 4 tunnine transfektsioon
PF14-pDNA kompleksidega, mis sisaldasid EGFP kodeerivat plasmiidi, ning 24 tundi hiljem
rakud analtdsiti labivoolu tstitomeetria (FACS) abil. Alternatiivse transfektsioonireagendina
kasutati Lipofectamine 2000 (LF2000). Joonis 5 néitab FACS-i tulemusi, mis on normeeritud
ilma inhibiitoriteta PF14-pDNA kompleksi transfekteeritud proovi suhtes. EIPA juuresolekul
vahenes PF14-pDNA komplekside transfektsiooni efektiivsus keskmiselt 40% voOrra,
nlstatiini ja kloorpromasiini lisamine alandas transfektsioni umbes 20% vorra. Klorokviini
lisamine suurendas transfekteerunud rakkude hulka, sest ta aitab komplekside endosoomidest
vabaneda. Tugev transfektsiooni inhibeerimine EIPA  juuresolekul nditab, et
makropinotsiitoos on peamine rada mille abil PF14-pDNA komplekse endotsiteeritakse.
Kaveoliin- ja Klatriin-vahendatud endotsltoosi radu kasutatakse osaliselt vastavate
komplekside transportimiseks rakkudesse. Tulemused nditavad, et PF14-pDNA kompleksid
kasutavad samu endotsiitoosi teid nagu PF14-SKO (C. Juks jt, 2015).
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Joonis 5. PF14-pDNA komplekside endotsitoosimehhanismide analliiis HeLa rakkudes. Rakke inkubeeriti
endotsutoosi inhibeerimiseks vastavalt kloorpromasini (CP), nistatiini (Nyst), EIPA-ga 30 min ja trasfekteeriti
PF14-pDNA kompleksidega (1M PF14, 500ng pDNA) 4 tundi. EGFP ekspresseerivate rakkude arvu hinnati 24
tunni moddudes FACS-iga. Klorokviini (CQ) kasutati komplekside vabastamiseks endosoomidest. T-test: * p <
0.05

2.3.4 PF14-pDNA komplekside endotsttoosimehhanismide analiiis A549

rakkudes
Teades, et HelLa rakkudes suur osa PF14-pDNA komplekse endotsuteeritakse

makropinotsitoosi abil tekkis kisimus, kas ka teistes rakuliinides kasutavad RSP-pDNA
kompleksid samu mehhanisme. A549 rakuliinis, mis on raskesti transfekteeritav, kasutati
samu inhibiitoreid ja teostati 4 tunnine transfektsioon PF14-pDNA EGFP kodeerivate
kompleksidega ning 24 tunni pérast anallisiti EGFP ekspressiooni FACS-i abil. Saadud
tulemusi normeeriti inhibiitoriteta teostatud transfektsiooni tulemuste suhtes. Ka A549
rakkudes parssis ekspressioni koige tugevamalt EIPA, mis véhendas transfektsiooni
efektiivsust 30% vdrra, mis néitab, et makropinotsiiutoos on peamine komplekside rakkudesse
transpordi mehhanism. Nustatiini lisamine mdjutas tranfektsiooni vaihem ja EGFP signaaliga
rakkude hulk oli umbes 5% vaiksem vdrreldes ilma inhibiitoriteta prooviga, mis nditab, et
vaike osa kompleksidest transporditakse rakkudesse kaveoliin-vahendatud endotsitoosi abil.
Kloorpromasiin ja klorokviin mdjusid transfektsioonile positiivselt ning tdstsid komplekside
efektiivsust keskmiselt 10% vdrra. Transfektsiooni efektiivsuse suurenemine klorokviini abil
on loogiline, kuna see aitab kompleksidel endosoomidest véljuda. Kloorpromasiini
soodustavat mdju transfektsioonile vOiks seletada sellega, et selle tee blokeerimine suunab
rohkem komplekse endotsutoosiradadesse, mis vOimaldavad rakke transfekteerida ja see
suurendas markervalgu ekspressiooni. Tahelepanuvéarselt on see, et LF2000 ja PF14-pDNA

proovid omasid sarnaseid tulemusi ning transfektsioon PF14 ja LF2000 kasutamisega A549
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on vordne. A549 rakuliinis saadud tulemused, néitasid, et PF14-pDNA komplekse

transporditakse ka neisse rakkudesse peamiselt makropinotsutoosi abil.
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Joonis 6. PF14-pDNA komplekside endotsitoosimehhanismide anallilis A549 rakkudes. Rakke inkubeeriti
endotsiitoosi inhibeerimiseks vastavalt kloorpromasini (CP), nustatiini (Nyst), EIPA-ga 30 min ja trasfekteeriti
PF14-pDNA kompleksidega (1uM PF14, 500ng pDNA) 4 tundi. EGFP ekspresseerivate rakkude arvu hinnati 24
tunni méddudes FACS-iga. Klorokviini (CQ) kasutati komplekside vabastamiseks endosoomidest. T-test: * p <
0.05

2.3.5 SR-A retseptorite plasmamembraani suunamise indutseerimine RSP-
dega suurendamaks komplekside transfektsiooni efektiivsust HelL.a

rakkudes
Teades, et SR-A ulesekspresseerimine tostab komplekside efektiivsust (S. Lindberg jt,

2015) ning PF14 ja NF51 juuresolekul rakud eksponeerivad SR-A retseptoreid
plasmamembraanile pustitati hiipotees, et rakkude inkubeerimine PF14 v6i NF51 sisaldavas
s0otmes enne komplekside lisamist vdib tosta transfektsiooni efektiivsust, kuna mdlemad
RSP-d kdivitavad SR-A3 ja SR-A5 retseptorite eksponeerimist raku plasmamembraani
pinnale. Selle hlpoteesi kontrollimiseks tehti paralleelselt kaks erinevat transfektsiooni.
Esimeses transfektsioonis, enne komplekside lisamist rakud inkubeeriti 1 tund vastava RSP-
ga. Teises transfektsioonis rakkudele lisati ainult RSP-pDNA kompleksid. Kasutatud pDNA
kodeeris EGFP-d, mis vdimaldas proove analiiisida FACS-i abil. Proove inkubeeriti
kompleksidega 1 tund ning 24 tunni pérast rakud analtlsiti FACS-i abil. PF14-pDNA
kompleksidega inkubeerimine pdhjustas 20% Hela rakkudes EGFP ekspressiooni (Joonis 7.
A). HelLa rakkude inkubeerimine enne komplekside lisamist 1uM PF14 peptiidi sisaldavas
keskkonnas védhendas PF14-pDNA komplekside transfektsiooni keskmiselt 50% vorra
vorreldes rakkudega millede keskonda olid lisatud ainult PF14-pDNA kompleksid. Selline

erinevus nditab, et SR-A retseptorite plasmamembraani suunamise indutseerimine PF14
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peptiidiga omab negatiivset efekti transfektsioonile. See vdib olla seotud sellega, et PF14 ja
PF14-pDNA kompleksid konkureerivad omavahel lihtede ja samade SR-A retseptorite pérast.
Rakkudes, mille keskkonda lisati ainult pDNA, vaatamata sellele, kas nad oli vdi ei olnud
enne seda inkubeeritud PF14 sisaldavas so6tmes, EGFP signaal praktiliselt puudus, kuna

plasmiid ise ei suuda labida rakuplasmamembraani ega ka efektiivselt SR-A-dega seonduda.
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Joonis 7. SR-A plasmamembraani suunamise indutseerimine HelLa rakkudes PF14 v6i NF51-ga
transfektsiooni efektiivsuse tdstmiseks. A. SR-A retseptorid indutseeriti rakkude pinnale inkubatsiooniga 1uM
PF14 sisaldavas soétmes ning tansfekteeriti PF14-pDNA kompleksidega 1 tunni jooksul. B. SR-A retseptorid
indutseeriti rakkude pinnale inkubatsiooniga 1uM NF51 sisaldavas sodtmes ning tansfekteeriti NF51-pDNA
kompleksidega 1 tunni jooksul. EGFP fluorestsents md&deti 24 tunni parast transfektsiooni, kasutades FACS-i.
Retseptorite indutseerimine mdlema peptiidiga omab negatiivset efekti ja vahendab RSP-pDNA komplekside
transfektsiooni efektiivsust.
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HeLa rakkudes SR-A retseptorite plasmamembraani suunamise indutseerimine 1 uM
NF51-ga andis analoogsed tulemused (Joonis 7. B). ,Indutseeritud“ SR-A retseptoritega
rakkude inkubatsioon NF51-pDNA juuresolekul naitas komplekside efektiivsuse véahenemist
20% vorra. NF51-pDNA komplekside efektiivsuse vahenemine vaib olla samuti p&hjustatud
sellest, et NF51 ja kompleks konkureerivad omavahel. Kui vorrelda aga ainult komplekside
transfektsiooni efektiivsust, siis PF14-pDNA ja NF51-pDNA kompleksid transfekteerisid
HeLa rakke suhteliselt samavadrse efektiivsusega. Kuigi PF14-pDNA komplekside
efektiivsuse keskmine vaartus on suurem, on ka tulemuste hajuvus suurem, mis vordsustab
NF51 ja PF14 komplekside transfektsiooni efektiivsused. PF14 komplekse mdjutab

»indutseerimine* viga tugevalt, vahendades transfektsiooni, NF51 — minimaalselt.

2.3.6 SR-A retseptorite plasmamembraani suunamise indutseerimine RSP-
dega suurendamaks komplekside transfektsiooni efektiivsust A549

rakkudes
Et kontrollida, kas SR-A-de rakupinnale suunamine RSP-dega védhendab RSP-pDNA

nanokomplekside transformatsiooni efektiivsust ka teistes rakuliinides, viidi analoogne katse
lisaks HelLa rakkudele 1&bi ka A549 rakkudes. Vastavalt eeldatule, omas SR-A retseptorite
plasmamembraani suunamise indutseerimine A549 rakkudes samuti negatiivset efekti ja
tendents jadb samaks HelLa rakkudes téheldatuga. PF14-pDNA kompleksid toimivad
efektiivsemalt ,,indutseerimata™ A549 rakkudes ja ,,indutseeritud* rakkudes antud kompleksi
efektiivsus on tugevasti vahenenud (Joonis 8, A). NF51 kasutamine SR-A retseptorite
transpordi indutseerimiseks samuti vahendab NF51-pDNA komplekside efektiivsust. Joonisel
8B, on ndha et NF51-pDNA kompleksid transfekteerivad paremini indutseerimata
retseptoritega rakke ja EGFP signaaliga rakkude hulk proovis on 20% kdrgem vorreldes
prooviga mille rakud olid enne inkubeeritud NF51 sisaldavas keskkonnas. Erinevalt Hel a-st,
nii NF51 kui ka PF14 indutseerisid plasmiidse DNA transporti ja EGFP ekspressiooni A549
rakkudes. V0ib arvata, et osa RSP-st jadb A549 rakkude pinnale ning parast s66tme vahetust
ja plasmiidi lisamist on see v@imeline moodustuma komplekse pDNA-ga ning neid

transporditakse rakkude sisse.

Ullatuslikult ekspresseeris ainult vaga vaike hulk A549 rakke EGFP-d parast
inkubeerimist PF14-pDNA ja NF51-pDNA kompleksidega. Voiks eeldada et mdlemad nii
SR-A3 kui SR-A5 on olulised et RSP-pDNA kompleksid siseneksid rakkudesse. Teades aga,
et A549 rakkudes SR-AS retseptorid ei olnud detekteeritavad, voib see olla pdhjuseks, miks
EGFP signaaliga rakkude hulk on nii véike.
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Joonis 8. SR-A plasmamembraani suunamise indutseerimine A549 rakkudes PF14 vdi NF51-ga
transfektsiooni efektiivsuse tdstmiseks. A. SR-A retseptorid indutseeriti rakkude pinnale inkubatsiooniga 1uM
PF14 sisaldavas sd6tmes ning tansfekteeriti PF14-pDNA kompleksidega 1 tunni jooksul. B. SR-A retseptorid
indutseeriti rakkude pinnale inkubatsiooniga 1uM NF51 sisaldavas s66tmes ning tansfekteeriti NF51-pDNA
kompleksidega 1 tunni jooksul. EGFP fluorestsents m&ddeti 24 tunni pérast transfektsiooni, kasutades FACS-i.
Retseptorite indutseerimine mdlema peptiidiga omab negatiivset efekti ja vdhendab RSP-pDNA komplekside
transfektsiooni efektiivsust
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2.4 Arutelu
Ké&esolevas t66s uuriti SR-A3 ja SR-AS retseptorite suunamist PF14-pDNA ja NF51-

pPDNA komplekside toimel tstitoplasma membraansetest struktuuridest HeLa ja A549 rakkude
plasmamembraanile. Samuti anallisiti missuguste endotsutoosi radade kaudu PF14-pDNA
kompleksid transporditakse rakkudesse. Lisaks uuriti vastavate komplekside transfektsiooni
efektiivsust HelLa ja A549 rakuliinides pDNA-It markervalgu ekspressiooni alusel ja prooviti
seda tOsta indutseerides SR-A retseptorite suunamist plasmamembraani RSP-de abil.

PF14 ja NF51 on teise pdlvkonna RSP-d, mis on disainitud tranportvektoritena
terapeutiliste bioaktiivsetele molekulide jaoks. Mélemad RSP-d suudavad moodustada
komplekse SKO, pDNA ja siRNA-ga elektrostaatiliste ja hudrofoobsete interaktsioonide
tulemusena (K. Ezzat jt, 2012) (K-L. Veiman jt, 2013) (P. Artukuusk jt, 2013). On néidatud
ka, et saadud kompleksid suudavad efektiivselt siseneda erinevates rakkudesse. Komplekside
omaduste kirjeldamisel selgus, et need on negatiivselt laetud, ning rakkudesse sisenemiseks

vajavad need klass A puldurretseptoreid (K. Ezzat jt, 2012).

Rakkude sisenemiseks vajavad negatiivselt laetud PF14-SKO kompleksid SR-A
retseptoreid (K. Ezzat jt, 2012). Teades, et HeLa rakkudes on klass A pludurretseptoritest
olemas ainult SR-A3 ja SR-A5 ning vottes arvesse, et PF14-pDNA kompleksid samuti
omavad negatiivset laengu (K-L. Veiman jt, 2013), pistitasime hipoteesi, et PF14-pDNA
komplekside rakku sisenemiseks eksponeeritakse plasmamembraanile Ulalmainitud SR-A
retseptoreid. TOO6 tulemused naitasid, et PF14-pDNA komplekside olemasolu Hela
koekultuuri s66tmes tdepoolest pdhjustab SR-A3 ja SR-A5 retseptorite eksponeerimist rakku
pinnale. Analoogselt ka NF51-pDNA kompleksid indutseerisid SR-A3 ja SR-A5 suunamist
rakusisestest membraanidest plasmamembraanile HeLa rakkudes. Saadud tulemused on védga
heas kooskdlas S. Lindberg jt, todga, kus néidati, et SR-A retseptorid on olulised RSP-pDNA
komplekside sisenemiseks rakkudesse ning P. Arukuusk jt, todga néidati et SR-A retseptorite
inhibeerimine véhendab NF51 komplekside efektiivsust. (P. Arukuusk jt, 2013)(S. Lindberg
jt, 2015). Edasi laiendati esialgset hupoteesi, et ka teistes rakuliinides p6hjustavad PF14-
pDNA ja NF51-pDNA kompleksid SR-A3 ja SR-A5 transpordi rakkude pinnale ning
kompleksid vajavad neid retseptoreid rakku sisenemiseks.

Hupoteesi testimiseks valiti A549 rakuliin ning analoogsed katsed néitasid, et ainult
SR-A3 retseptorid transporditakse nende rakkude pinnale. Seetdttu vajas selgitamist miks SR-
A5 puuduvad nendes rakkudes vOi see hupotees ei kehti. SR-A5 retseptorite tuvastamine

permeabeliseeritud A549 rakkudes néitas, et vastav retseptorvalk puudub voi neid on nii véhe,
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et ei ole vdimalik korralikult detekteerida. A549 on rakuliin, mis on saadud bronhoalveolaarse
epiteeli tuumorist (BET). Dieudonné nditas oma tods RT-PCR-iga, et BET rakkudes
puuduvad SR-A1 ja SR-AS5 retseptorid, aga SR-A3 on ndrgalt ekspresseeritud (A. Dieudonné
jt, 2012). Lisaks sellele Human Protein Atlas andmebaas naitab, et BET rakkudes SR-A5
retseptorid puuduvad vOi on ekspresseritud minimaalselt. PF14-pDNA ja NF51-pDNA
kompleksid pdhjustavad SR-A retseptorite pinnale tulekut ka teistes rakuliinides lisaks HeLa-
le, kui sellised retseptorid on rakkudes ekspresseeritud.

Komplekside efektiivsus siseneda erinevate tulpi rakkudesse on véga oluline. Antud
t00s teostatud katsete alusel on ndha, et PF14-pDNA kompleksid suudavad transfekteerida nii
HeLa kui A549 rakke natuke paremini vorreldes NF51-pDNA kompleksidega, kuid erinevus
ei ole statistiliselt oluline. Oletus, et SR-A retseptorite plasmamembraani suunamise
indutseerimine 1puM PF14 vOi NF51 peptiididega enne komplekside lisamist vGib tdsta
komplekside efektiivsust, osutus valeks. Tulemused néitavad, et selline inkubatsioon just
vastupidi vahendab komplekside vGimet viia pDNA nii HelLa kui ka A549 rakkudesse.
Mdlemas rakuliinis olid PF14-pDNA kompleksid indutseeritud SR-A retseptoritega rakkudes
60% vorra véhem efektiivsed kui RSP-dega mdjutamata rakkudes. Samal ajal NF51-pDNA
kompleksid niitavad umbes 20% vihenemist efektiivsuses. Uheks voimaluseks selle erinevusi
seletamiseks on véimalus, et PF14 ja NF51 initsieerivad erineval maaral vdi erinevas
vahekorras SR-A3 ja SR-A5 suunamist plasmamembraanile. Teiseks PF14 ja NF51 ning
nende kompleksid nukleiinhapetega vdivad konkureerida omavahel erineva efektiivsusega, et
seonduda retseptoritega. Lindberg koos kolleegidega néitas, et SR-A retseptorid seovad
efektiivselt PF14, mis vahendab PF14-pDNA komplekside v@imalust interakteeruda SR-A
retseptoritega (S. Lindberg jt, 2015). Antud t66 tulemused viitavad, et NF51 vdib véhem
efektiivselt seostuda SR-A3 ja SR-A5 ning ndrgemini konkureerida pPDNA kompleksidega.

A549 rakkude transfektsiooni tulemused nditasid, et nii PF14 kui ka NF51 kompleksid
pDNA-ga ei suuda efektiivselt siseneda nendesse rakkudesse. Oma katsetes me SR-A5
retseptoreid selles rakuliinis ei detekteerinud, mis vdiks seletada komplekside madalat
efektiivsust. See Kkinnitub ka varem kirjeldatut, et SR-A retseptorite maha reguleerimine
vahendab transfektsiooni efektiivsust (K. Ezzat jt, 2012) (S. Lindberg jt, 2015). Seega kui SR-
A5 retseptor puudub rakuliinis, siis ei tasu oodata efektiivset transfektsiooni. Retseptorite
plasmamembraani suunamise indutseerimine peptiididega A549 rakuliinis enne komplekside
lisamist véhendas transfektsiooni efektiivsust nagu Hela rakkudes. Vorreldes Hela
rakkudega jai efekt samaks, PF14-pDNA kompleksid kaotasid umbes 60% oma efektiivsusest

aga NF51-pDNA komplekside sisenemine rakkudesse vahenes keskmiselt 20% vorra. See
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naitab, et protsessid, mis toimuvad HelLa ja A549 rakkudes ja mille tdttu transfektsioon
vaheneb on tendoliselt mdlemas rakuliinis samad ja arvatavasti tingitud RSP ja kompleksi
konkurentsist seondumiseks SR-A-dega.

Uks olulisematest aspektidest on kuidas toimub RSP-pDNA komplekside transport.
Ezzat nditas, et PF14-SKO kompleksid kasutavad aktiivset transporti rakkudesse saamiseks
(K. Ezzat jt, 2012) C. Juks omakorda néitas, et farmakoloogilistest endotsutoosi inhibiitoritest
kdige rohkem mojutas PF14-SKO komplekside efektiivsust makropinotsutoosi inhibiitor (C.
Juks jt, 2015). Vastavalt sellele kontrolliti milliseid mehhanisme PF14-pDNA kompleksid
kasutavad rakkudesse sisenemiseks. Arukuusk koos kolleegidega nditas, et NF51-pDNA
kompleksid kasutavad ainult makropinotsiitoosi HelLa rakkudesse internaliseerumiseks (P.
Arukuusk jt, 2013). Ka ké&esolevas t00s leiti, et HeLa rakkudes on makropinotsttoos pohiline
mehhanism PF14-pDNA komplekside endotsuteerimiseks, ning Klatriin- ja kaveoliin-
vahendatud endotsitoosi rajad vGtavad minimaalset osa komplekside internaliseerumisest.
See tulemus naitab, et PF14-pDNA endotsiteeritakse sarnaselt PF14-SKO kompleksidega,
mis tdendoliselt tuleneb nende sarnastest omadustest (C. Juks jt, 2015). Vaatamata sellele, et
RSP-pDNA kompleksid transfekteerisid A549 rakke suhteliselt madala efektiivsusega, oli ka
selles rakuliinis makropinotsiitoos peamine mehhanism mille abil endotsiteeritakse
komplekse. Kokkuvdtvalt on RSP-pDNA komplekside endotsiutoos nii HelLa kui A549
rakkudes analoogne PF14-SKO internaliseerimise mehhanismidega (C. Juks jt, 2015).

Fakt, et SR-A retseptorid on olulised eksogeensete nukleiinhapete transportimiseks
imetajarakkudesse RSP-de ja pollkatioonide abil tostab kusimuse, kuidas transfekteerida
rakke, mis ei oma SR-A retseptoreid. Tden&oliselt osalevad nukleiinhapete transpordil rakku
ka teiste klasside puldurretseptorid, nditeks SR-B ja SR-A1 sfdariliste nukleiinhapete korral
(C.H.J. Choi jt, 2013) ning retseptorid teistest perekondadest, néiteks ,,toll-like-receptor*
(TLR) superperekonnast. TLR7 ja TLR8 retseptorid osalevad ,1lipidoid“ nanopartiklite
transportimises, mida kasutatakse siRNA viimiseks rakkudesse (A. Akinc jt, 2009) (D.N.
Nyugen jt, 2013).
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KOKKUVOTE

Rakku sisenevate peptiidide (RSP, CPP) avastamine ning nende rakendatavus
erinevate bioloogiliselt aktiivsete makromolekulide transpordil rakkudesse nii in vitro kui in
vivo tingimustes, on muutnud RSP-d védga perspektiivikateks ravimikandjateks. Lihtne
mittekovalentsete komplekside moodustamise geeniekspressiooni motutavate
nukleiinhapetega (NH) nagu siRNA, SKO, pDNA jt, ning saadud nanopartiklite aktiivsus,
suurendavad veel RSP-de potentsiaali. Uued, teise pdlvkonna RSPd nagu PF14 ja NF51 on
vOimelised efektiivselt sisestama rakkudesse NH-d nii in vitro kui in vivo ning nende
toksilisus on oluliselt madalam kui kommertsiaalsetel lipofektsiooni regentidel. Samas on
oluline mdista mehhanisme kuidas RSPde kompleksid transfekteerivad rakke ja missugused
endotsutoosiradu kasutatakse. Hiljuti avastati, et pttdurretseptorid (scavenger receptors) SR-
A3 ja SR-A5 on vajalikud komplekside transpordiks rakkudesse ning kasutatakse mitmeid
erinevaid endotsitoosi mehhanisme. Samas erinevad RSP-d kasutavad rakkudesse
sisenemiseks erinevaid endotsutootilisi mehhanisme, ning lastmolekulid mdojutavad seda
erinevalt. Seetdttu on oluline selgitada konkreetse RSP-lastmolekuli kombinatsiooni korral,

kas kasutatud rakuliine mehhanism sailitab ka lastmolekuli aktiivsuse rakkudes.

Ké&esolevas t00s uuriti RSP-pDNA komplekside vOimet transfekteerida HelLa ja A549
rakke, kasutades moodustatud PF14 ja NF51 ning lastmolekulina plasmiidset DNA. T66
eesmargiks oli selgitada, kas komplekside olemasolu rakus6dtmes p@hjustab
pludurretseptorite  SR-A3 ja SR-A5 eksponeerimist plasmamembraanile erinevates
rakuliinides. Vorreldi ka komplekside transfektsiooni efektiivsust erinevates rakkudes ning
uuriti vBimalusi antud protsessi paranemiseks. Lisaks selgitati missuguseid endotsitoosi

mehhanisme kasutades viiakse kompleksid rakkudesse.
Kokkuvotvalt katsete tulemused naitasid, et:

1. PF14-pDNA ja NF51-pDNA komplekside olemasolu rakus6dtmes pdhjustab
pldldurretseptorite SR-A3 ja SR-A5 suunamise plasmamembraanile Hela rakkudes.
A549 rakkudes pinnale eksponeeritakse ainult SR-A3 retseptorid ja neidki vaikses
koguses. Edasine uuring néitas, et Ab549 rakkudes ei ekspresseerita SR-A5
retseptoreid.

2. Mo6lema RSP-ga formeeritud pDNA kompleksid on vdimelised efektiivselt
transfekteeruma HeLa rakke ning vaiksema efektiivsusega A549 rakke. Arvestades, et
A549 rakkudes SR-A5 puudub vdiv pidada antud retseptorit oluliseks komplekside

rakkude sisenemisel.
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3. Oletus, et rakkude inkubeerimine RSP-dega enne transfektsiooni RSP-dNA
kompleksidega vdiks tdsta transfektsiooni efektiivsust, ei kinnitunud. PF14-pDNA
komplekside voime transfekteerida nii HeLa kui A549 rakke langes oluliselt kui rakke
oli eelnevalt inkubeeritud PF14-ga SR-A-de transpordi indutseerimiseks
plasmamembraanile. Analoogne tulemus saadi ka NF51-pDNA kompleksidega, kuid
erinevus oli véike.

4. Endotsitoosi mehhanismide analliis inhibiitorite kasutades inhibiitoreid néitas, et
transfektsioon vaheneb oluliselt makropinotsitoosi inhibiitori juuresolekul nii HelLa
kui A549 rakkudes. Kaveoliin vahendatud endotsiitoosi inhibiitor samuti vahendab
transfektsiooni efektiivsust, kuid vdhemal maaral. See nditab, et makropinotsiitoos on

pohiline PF14 komplekside rakkudesse transpordi mehhanism.
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SUMMARY

Regulation of SR-A receptors™ localization during pDNA transport with

PF and NF type cell penetrating peptides.

Cell penetrating peptides (CPP) are short peptides with the length ranging from 5 to 40
amino acids, with ability to induce their uptake into cells and to deliver bioactive macro-
molecules such as plasmid DNA, siRNA, splicing correcting oligonucleotides, protein. The
ability to transport other molecules made CPP a promising tool for in vivo delivery and an
object of intense research. Three different CPP classes can be distinguished based on their
origin: protein derived, chimeric and synthetic. Protein derived peptides are those that were
found in naturally occurring peptide sequences, such as TAT and Penetratin. Chimeric
peptides typically combine the properties of synthetic and protein-derived peptides, consisting
of fragments from naturally occurring proteins. A perfect example is transportan that consists
of galanin fragment and mastoparan. Synthetic CPPs are designed peptides with CPP
properties such as Nona-arginine, MAP and others. Cargo molecules can be attached to CPP
covalently via chemical bond or non-covalently harnessing mostly the electrostatic and
hydrophobic interactions between CPP and cargo molecules, leading to CPP-cargo complex
formation. Nowadays lots of different systems have been developed that use CPPs for in vivo
and in vitro delivery of bioactive cargoes. However, CPPs have their limitations like in
delivery efficiency, specificity and toxicity that must be overcome. Another obstacle lies in
incomplete understanding how CPP-cargo constructs get inside cells, which endocytic
pathways they use, and whether the specific receptors mediate the uptake of complexes by
cells. Recently, it was shown that class A Scavenger receptors (SR-A) are involved in
internalization of negatively charged CPP-cargo complexes, and that up- and downregulation
of SR-As greatly affects the internalization process.

In this work we used two second-generation CPPs PepFect1l4 (PF14) and NickFect51
(NF51) that are able to form non-covalent complexes with plasmid DNA (CPP-pDNA). The
aims of the study were: to analyze whether SR-A3 and SR-A5 are recruited to the plasma
membrane when cells are treated with PF14-pDNA or NF51-DNA complexes; to clarify
which endocytic pathways are used to transport these complexes into cells; and to examine,
whether it is possible to enhance uptake of complexes into cells.
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Results of the experiments showed that:

1. Presence of PF14-pDNA or NF51-pDNA complexes and the respective CPPs induces
recruitment of SR-A3 and SR-A5 receptors to the surface of HeLa and A549 cells. On
the surface of A549 cells only SR-A3 receptors were detected in the presence of PF14-
pPDNA or NF51-pDNA complexes and CPPs. Immunofluorescence analysis of A549
cells showed that they lack SR-A5 receptors.

2. Both the PF14 and NF51-containing complexes were able to effectively deliver pDNA
into HeLa cells. A549 cells transfection rates were lower than of HelLa cells which
shows that SR-A5 receptors are also required for the internalization of complexes

3. The assumption that incubation of cells with the respective CPPs before transfection
will increase the efficiency of complexes internalization and biological read-out, was
disproved. Such incubation reduced the activity of PF14-pDNA complexes in both cell
lines. Negative effect was also observed with NF51-pDNA complexes but it was
relatively small.

4. Experiments using different inhibitors of endocytic pathways showed that in both cell
lines macropinocytosis is primarily used for the uptake of PF14-pDNA complexes into
cells. Inhibitors of clathrin- and caveolin-mediated endocytosis also decreased the

transfection of cells by PF14-pDNA complexes but reduction was less prominent.
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LISAD
Lisal

PF14, SR-AS AF555 PF14, SR-A3 AF555

NF51, SR-A5 AF555 NF51, SR-A3 AF555

Lisajoonis 1. Putdurretseptorite SR-A5 ja SR-A3 paiknemine HelLa rakkude pinnal. A. SR-Ab retseptorite
tuvastamine rakkude pinnale vastava SR-A5 primaarse ja sekundaarse antikehadega pérast inkubatsiooni 1pM
PF14 sisaldavas koekultuuri s6dtmes. B. SR-A3 retseptorid tuvastatuna SR-A3 antikehadega parast
inkubatsiooni 1uM PF14 sisaldavas rakustdtmes. C. SR-A5 retseptorite paiknemine pinnal detekteerituna
vastavate antikehadega pérast inkubatsiooni 1uM NF51 sisaldavas so6tmes. D. SR-A3 retseptorite tuvastamie
SR-A3 primaarse ja sekundaarse antikehadega pérast inkubatsiooni 1uM NF51 sisaldavas koekultuuri sé6tmes.
Sekundaarsed antikehad on mérgistatud AlexaFluor 555-ga. M6tldik on 10 pm



Lisa 2

PF14, SR-A5 AF555 PF14, SR-A3 AF555

NF51, SR-AS AF555 NF51, SR-A3 AF555

Lisajoonis 2. Putdurretseptorite SR-A5 ja SR-A3 detekteerimine A549 rakkude pinnal. A. SR-A5
retseptorite tuvastamine rakkude pinnale vastava primaarse ja sekundaarse antikehadega pérast inkubatsiooni
1uM PF14 sisaldavas koekultuuri s66tmes. B. SR-A3 retseptorid tuvastatuna SR-A3 antikehadega parast
inkubatsiooni 1uM PF14 sisaldavas rakusodtmes. C. SR-A5 retseptorite paiknemine pinnal detekteerituna
vastavate antikehadega pérast inkubatsiooni 1uM NF51 sisaldavas so6tmes. D. SR-A3 retseptorite tuvastamie
SR-A3 primaarse ja sekundaarse antikehadega pérast inkubatsiooni 1uM NF51 sisaldavas koekultuuri s66tmes.
Sekundaarsed antikehad on mérgistatud AlexaFluor 555-ga. M66tldik on 10 um



Lisa 3

SR-A5 AF555, PF14 SR-A3 AF555, PF14

Lisajoonis 3. Positiivne kontroll SR-A retseptorite tuvastamiseks A549 rakkudes. A. SR-A5 retseptorite
detekteerimine permeabeliseeritud rakkudes SCARAS primaarsete ja vastavate sekundaarsete antikehadega
pérast inkubeerimist 1uM PF14 sisaldavas koekultuuri so6tmes. B. SR-A3 retseptorite tuvastamine SCARA3
primaarse ja sekundaarse antikehadega parast inkubeerimist 1uM PF14 peptiidi juuresolekul nditas, et A549
omab SR-A3 retseptoreid. Sekundaarsed antikehad on mérgistatud AlexaFluor 555-ga, DAPI kasutatud tuuma
maérgisena. Permeabeliseerimine on tehtud metanooliga. Md6tldik on 10 um

-

Hela A549

Lisa 4

Lisajoonis 4. TUhi kontroll. A. HeLa rakud ilma komplekside lisadeta. B. A549 rakud ilma komplekside
lisadeta.
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