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Infoleht

Minu bakalaureuset6o pealkiri on "Histidiinirikkad rakkudesse sisenevad peptiidid
siRNA transpordiks". Geeniteraapia itheks suurimaks viljakutseks on leida efektiivne ning
ohutu transportmehhanism nukleiinhappemolekulide ja muude terapeutiliste {ihendite
viimiseks rakkudesse. Uheks edukaks kandidaadiks v&ivad olla rakku sisenevad peptiidid
(RSP), mis suudavad rakku transportida nende kiilge seotud lastmolekule bioloogilise efekti

saavutamise eesmargil.

Antud bakalaureusetod eesmirgiks oli vilja selgitada RSP NickFect55 (NF55)
histidiine sisaldavate pH-tundlike analoogide H4-C18, H6-C20, H6'-C18 ja H8-C20 hulgast
parim, mida kasutada kaheahelalise lithikese interferentsi-RNA (siRNA) raku tsiitoplasmasse
transportimiseks geenivaigistamise eesmirgiga. Kédesolevas toos on leitud, et antud RSP-dest
on optimaalseim H6-C20, mis moodustab siRNA-ga hepariinisoolade ja proteinaas K
juuresolekul stabiilse kompleksi. Samuti saavutab siRNA/H6-C20 kompleks soovitud
bioloogilise efekti transfektsioonil U87-luc2 vdoi CHO-GFP rakkudesse ega oma in vitro

katsetes kasutatud kontsentratsioonidel rakkude elumusele negatiivset mgju.
Mirksonad: rakku sisenev peptiid, NickFect55, siRNA, histidiin, RNA interferents
CERCS kood: B220 Geneetika, tsiitogeneetika

The title of my Bachelor's thesis is "Histidine-rich cell-penetrating peptides for siRNA
delivery". One of the biggest challenge in gene therapy is to find an effective and safe
transporter for nucleic acids and other therapeutic compounds delivery into the cells. One
successful candidate may be cell-penetrating peptides (CPP) that are capable to penetrate into

cells and transport cargo molecules attached in order to achieve desired therapeutic effect.

The aim of this thesis was to find out which CPP NF55 pH-responsive analouge with
histidine residues - H4-C18, H6-C20, H6'-C18 and H8-C20 - suits the best for small
interfering RNA (siRNA) delivery into the cells. In this thesis was stated that most effective
candidate for siRNA delivery was CPP H6-C20, which forms most optimal complex in the
presence of heparin salts and enzyme proteinase K. H6-C20 also achives desired biological
effect of transfection into U87-luc2 and CHO-GFP cell lines and does not have any toxic

effect on the survival of the cells.
Keywords: cell-penetrating peptide, NickFect55, siRNA, histidine, RNA interference

CERCS code: B220 Genetics, cytogenetics
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Sissejuhatus

Paljude geneetiliste haigusseisundite raviks on vOimalik kasutada erinevaid
bioaktiivseid {iihendeid nagu niiteks valgud, peptiidid vOi nukleiinhappemolekulid.
Terapeutilise efekti saavutamiseks tuleb bioaktiivsed iihendid kdigepealt transportida raku
tsiitoplasmasse voi konkreetse sihtmirkorganellini. Enamus potentsiaalset raviefekti omavad
molekulid pole nditeks oma suure molekulmassi vOi laengu tottu voimelised iseseisvalt raku
plasmamembraani ldbima. SeetSttu on aina enam hakatud tidhelepanu péorama erinevatele

viiruslikele ja mitteviiruslikele transportmolekulidele, mis voimaldaks neid rakkudesse viia.

Viirusvektorid suudavad viga efektiivselt siseneda rakkudesse ning luua seal soovitud
terapeutilise efekti. Siiski on sellistel transportvektoritel ka palju puuduseid nagu nditeks
tootmise keerukus ning potentsiaalsed soovimatud immuunreaktsioonid sihtmirkrakus

(Hardee et al., 2017; Al-Dosari ja Gao, 2009).

Viiruslike transportvektorite puuduste viltimiseks on loodud mitmeid mitteviiruslikke
transportvektoreid, nende hulgas rakkudesse sisenevad peptiidid (RSP), mis suudavad
siseneda rakkudesse nii in vitro kui ka in vivo. RSP-deks nimetatakse peptiide, mis koosnevad
tavaliselt 4-40-st aminohappejdédgist ning on katioonsete ja/vdi amfipaatsete omadustega.
Nende kiilge saab siduda lastmolekuli alates véikestest madalmolekulaarsetest molekulides

16petades suurte valkudeni (Langel, 2015).

Parandamaks RSP-de omadusi on nende jdrjestuses tehtud mitmeid erinevaid
modifikatsioone. Nditeks hiidrofoobsuse suurendamiseks ning paremaks endosoomidest
vabanemiseks, et saavutada efektiivsem bioloogiline efekt, on lisatud RSP-dele
rasvhappejdadke. (Mie et al., 2009; Lehto et al., 2011). pH-tundlikuse suurendamiseks on
RSP-dele lisatud histidiine (Moulay et al., 2016), mis on tidnu kdorvalahela imidasoolringi
pKa-le (6) eriti tundlikud just madala pH suhtes (Kato et al., 2013) ning samuti soodustavad

endosoomidest vabanemist (Lo ja Wang, 2008).

Antud t66 eesmargiks oli leida RSP NickFect55 (NF55) histidiinidega pH-tundlike
analoogide H4-C18, H6-C20, H6'-C18 ja H8-C20 hulgast parim, mis transpordiks edukalt
kaheahelalist lithikest interferentsi-RNA-d (siRNA) 1dbi raku plasmamembraani
tsiitoplasmasse ning RNA interferentsiga saavutaks soovitud bioloogilise efekti, milleks oli
sihtmirkgeeni maha reguleerimine. T66 koostamiseks 1dbi viidud katsed teostati Tartu

Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia laboris.



1. Kirjanduse iilevaade

Erinevate haiguste raviks ja haigusseisundite leevendamiseks on teoreetiliselt voimalik
kasutada véga erinevaid molekule, alates madalmolekulaarsetest tihenditest kuni suurte
nukleiinhappemolekulide nagu plasmiid voi isegi valkudeni (Koren ja Torchilin, 2012). Uute
molekulide kasutamist terapeutiliste]l eesmérkidel piiravad sageli nende puudulik vdime
siseneda rakku, vidhene sihtmirkspetsiifilisus ning ebastabiilsus in vivo. Need puudused
voivad viia bioaktiivsete iihendite terapeutiliste omaduste languseni. Seetdttu on soovitud
efektide saavutamiseks vaja kasutada suuremaid doose, mis omakorda véivad viia kahjulike
korvaltoimeteni (Heitz et al., 2009). Enne uue molekuli rakendamist terapeutilistel
eesmirkidel tuleb testida tema fiiiisikalis-keemilisi omadusi (lahustuvus, formulatsioon,
stabiilsus), toksilisust, biosaadavust ja voimalikku manustamisviisi, mistottu vélistatakse juba
algfaasis paljud terapeutilise potentsiaaliga molekulid, kuigi sobiva transpordimeetodi

olemasolu muudaks nende rakendamise voimalikuks (Ross ja Wilson 2014).
1.1 Nukleiinhapetel pohinevad terapeutilised molekulid — RNAIi ja siRNA

Uheks levinumaks terapeutilise ja biotehnoloogilise viljundiga molekulide klassiks on
nukleiinhappemolekulid. Neid saaks kasutada geeniteraapias, et parandada, vahetada voi
reguleerida geene ning seelibi viltida voi ravida haiguslikku seisundit (Hardee et al., 2017).
Lisaks on rakkudesse voimalik viia ka terveid geene ning antud konstruktilt soovitud produkti
ekspresseerida. Nukleiinhapetel pohinevate molekulide peamisteks puudusteks on nende
vihene jdoudmine soovitud rakku ja rakusiseste sihtmirkideni, kiire lagunemine nii rakuvilises
keskkonnas kui ka raku sees ning suur laengutihedus, mis takistab rakumembraani ldbimist.

(Prasad ja Roy, 2008)

RNA baasil arendatud terapeutilistel meetoditel on suur potentsiaal leevendada siiani
ravimatute geeniproduktide poolt poOhjustatud haigusseisundeid alates vihist 10petades
Alzheimeri tovega (Prasad ja Roy, 2008). RNA interferents (RNAi) on bioloogiline protsess,
mille kdigus toimub transkriptsioonijdargne geeni vaigistamine (Joonis 1). Selles protsessis
osalevad lithikesed siRNA-d, mikroRNA-d (miRNA) véi lithikesed juuksendela struktuuriga
RNA-d (shRNA), mis voivad olla nii ekso- kui ka endogeenset piritolu. siRNA-d on
lithikesed umbes 21-25 nukleotiidi pikkused molekulid, mis saadakse pikast kaheahelalisest
RNA-st (dsRNA), mida 1dikab Dicer ensiiiim. Saadud siRNA molekul liitub RNA
indutseeritud vaigistava kompleksiga (RNA-induced silencing complex, RISC), kus
kaheahelaline siRNA molekul harutatakse lahti ja iiks ahelatest 1dheb lagundamisele. Teise

ahela abil toimub komplementaarne seondumine informatsiooni-RNA-le (mRNA), mis
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kannab valgusiinteesiks vajalikku informatsiooni iile DNA-It rakuorganelli ribosoom, kus
toimub valgusiintees. Agronaut - valk, mis seostub siRNAga - teeb 16ike komplementaarses
seondumiskohas ning 1digatud mRNA lagundadakse voi takistatakse translatsioon selliselt

mRNA-It, vaigistades nii geeni ekspressiooni (Wilson ja Doudna, 2013).

Rakutuuma sisemus
dsDNA

0 YR I N O [ O N

%;

dsRNA ldikamine —_
T I T 11 ugw’i@ siitoplasma

21-23bp (T TTL

siRNAd . .
T siRNA seostumine
RISC kompleksiga

LLUCHI LTI L] mRNA

mRNA-siRNA
kompleksi 15ikamine
RISC kompleksi poolt

L el

AL
i 8 111 Lagundamine

cksonukelaasidega
111

Joonis 1. RNA interferentsi mehhanism (Prasad ja Roy, 2008).

siRNA transport rakkudesse on paljulubav voimalus, mille abil transkriptsioonjirgselt
vaigistada iileekspresseeritud voi defektsete geenide avaldumist. Nii saab leevendada erineva
pohjusega haigusseisundeid, nagu nditeks viirusinfektsioonid, pirilikud haigused ja isegi
vihkkasvajad. Saavutamaks soovitud efekti peab transportimiseks kasutatav mehhanism
viima siRNA raku tsiitoplasmasse ning kaitsma seda nukleaaside eest (Cerrato et al., 2014).
siRNA transpordil rakku esineb aga probleeme nagu niiteks vihene vabanemine transportija
kiiljest. (Hardee et al., 2017). Nii on hakatud jdrjest enam tidhelepanu podrama erinevatele

sobilikele transportmolekulidele.



1.1.1 Terapeutiliste iihendite transport rakkudesse

Suurendamaks bioloogiliselt aktiivsete molekulide, mis mdjutavad rakke ja organisme
viikestes ainekogustes, kasutamisalasid nditeks biotehnoloogias v6i meditsiinis on arendatud
mitmeid transportsiisteeme ning manustamsiviise (Ross ja Wilson, 2014). Need aitavad
vihendada terapeutiliste iithendite korvaltoimeid ldbi sihtmirkspetsiifilisuse suurendamise,
nukleiinhappemolekuli rakku joudmise soodustamise ja lagunemise vdhendamise. Lisaks

peab transportsiisteem ise olema rakkudele ohutu (Gao et al., 2007).

Nukleiinhapetel pohinevate molekulide viimiseks rakku on loodud erinevaid
viirusvektoreid ja mitteviirusvektoritel pohinevaid transportsiisteeme. Koige enam
kasutatakse viirusvektoreid, sest nad on korge rakku sisenemise efektiivsusega, suudavad
sealjuures rakku transportida erinevat geneetilist materjali ning tagavad pikaajalise
geeniekspressiooni rakus (Hardee ef al., 2017). Ometi on viirusvektoritel ka palju puudujiike.
Esiteks on nende tootmine keeruline ja ajakulukas. Teiseks vdivad korduval manustamisel
tekkida dgedad poletikulised immuunreaktsioonid. Kolmandaks voib osade viirusvektorite
puhul probleemiks osutuda insertsiooniline mutagenees sihtmirkrakkudes (Al-Dosari ja Gao,
2009). Kuigi viirusvektorid on pohilised transporterid geeniteraapias, otsitakse neile

efektiivsemaid ning ohutumaid alternatiive (Finer ja Glorioso, 2017)

Mitteviiruslikul transpordil, mis on siinteetilistel vektoritel pShinev geeniteraapia,
kasutatakse fiitisikalisi voi keemilisi meetodeid nukleiinhapete rakku transportimiseks (Gao et
al., 2007). Mitteviiruslikud meetodid on kiill praeguseni vidhemefektiivsed kui viirustel
pohinevad meetodid, kuid nendega seotud vdiksem immuunsiisteemi aktivatsioon teevad neist
tosiseltvoetava alternatiivi. Samuti on mitteviiruslikud transporterid kéttesaadavamad, neid on
lihtsam ja odavam toota, modifitseerida ning kasutada (Hardee er al., 2017). Fiiiisikaliste
meetodite korral kasutatakse nditeks mehhaanilisi, elektrilisi, hiidrodiinaamilisi voi
laserikiirgusel pohinevaid meetodeid, et tekitada rakumembraani ava voi destabiliseerida
membraani nukleiinhappe rakku sisenemiseks. Fiiiisikaliste meetodite piiranguks kasutamisel
on just nende tulemusena tekkivad rakumembraani vigastused (Gupta et al., 2005) ning in
vivo kasutus noduaks tdpset meetodi optimeerimist. Fiilisikalistest meetoditest on koige
efektiivsemalt in vivo kasutatud hiidrodiinaamilist siisti, kuid seda siiani vaid viikestel

ndrilistel (Nayerossadat et al., 2012)

Mitteviiruslikest meetoditest on viimastel aastatel kdige rohkem arendatud katioonseid
lipiide voi poliimeere, mis moodustavad rakku transporditava iihendiga kompleksi (Gao et al.,

2007). Komplekside moodustamisel saab kasutada kandja ja nukleiinhappemolekuli
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kovalentset voi mittekovalentset kompleksimoodustamise strateegiat (Eguchi ja Dowdy,
2009). Need nukleiinhape/kandja kompleksid sisenevad sihtmirkrakku endotsiitoosi voi
fagotsiitoosi teel. Endotsiitoos ja fagotsiitoos on rakkude iiks vOimalus viliskeskkonnast
makromolekulide omastamiseks. Rakku sisenemisel moodustub kompleksi iimber raku
plasmamembraanist lipiidse kaksikkihiga organell — vesiikul ehk endosoom, millest peab
kompleks vabanema, et jouda sihtmirkorganellini. Endosoomidesse kinnijdimisel
transporditakse kompleks kas rakust vilja voi muutub endosoom liisosoomidiks, kus toimub

kompleksi liitisimine ehk lagundamine (Pae ja Pooga, 2014).

Uheks keemiliste mitteviiruslike vektorite hulka kuuluvaks ja efektiivseks
transportvektoriks on rakkudesse sisenevad peptiidid (RSP) (Brasseur ja Divita, 2010). RSP-
de eelisteks on nende nende lihtne keemiline siintees ja peptiidse jarjestuse modifitseerimise
vOoimalus. Lisaks sellele on niidatud, et RSP-s suudavad edukalt siseneda erinevatesse
rakuliinidesse, jouavad rakus sihtmirkorganelli, neil on madal toksilisus ning tootavad

efektiivselt ka madalatel doosidel (Heitz et al., 2009).
1.2 Rakkudesse sisenevad peptiidid

1988. aastal kirjeldasid kaks eraldiseisvat uurimisgruppi HI-viiruse transkriptsiooni
transaktiveeriva valgu Tat vOimet libida rakumembraani ning siseneda rakku. (Frankel ja
Pabo, 1988; Green ja Loewenstein, 1988). Kolm aastat hiljem leiti rakkudesse sisenev 60-st
aminohappejdédgist koosnev dddikakidrbse (Drosophila melanogaster) Antennapedia
homeodomeen (Joliot et al.,1991). Sellest eraldati aastal 1994. esimene RSP, milleks oli 16-st
aminohappejddgistst koosnev pAntennapedia (pAntp), mis hiljem nimetati penetratiiniks.
(Derossi et a.l, 1994). Samal aastal ndidati ka, et Tat valguga on vdimalik siduda erinevaid
makromolekule ja neid seejidrel viia imetajate kudedesse ning organitesse (Fawell et al.,

1994).

Rakkudesse sisenevateks peptiidideks nimetatakse peptiide, mis koosnevad tavaliselt
4-40-st aminohappejadgist ja mis suudavad nii in vifro kui ka in vivo siseneda rakku ja
transportida sinna kovalentselt vOi mittekovalentselt seotud bioaktiivseid lastmolekule
(Langel, 2015). Lastmolekulideks nimetatakse rakkudesse transportvektoritega, antud
kontekstis RSP-dega, transporditavaid molekule, milleks voivad olla viikesed keemilised
tthendid aga ka suuremassilised molekulid. Niiteks on RSP-dega rakku viidud antisense
oligonukleotiidide, plasmiidset DNA-d ja siRNA-t (Joonis 2) (Cerrato et al., 2014). Samuti on
voimalik RSP-dega viia rakkudesse valke, mis muidu rakumembraani ei ldbi ning

transporditud valkude abil reguleerida geeniekspresiooni. Niiteks Tat valgu fragmendid on
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voimelised transportima rakkudesse -galaktosidaasi, mis on molekulaarbioloogias kasutatud
markerensiiimina. Lisaks neile on RSP-sid kasutatud ka visualiseerivate iihendite, nagu
nditeks fluorofooride ja radiomérgiste, ning biosensorite transportimiseks rakkudesse. Niiteks
on RSP abil transporditud 1idbi vere-aju barjdéri (blood-brain barrier) kvanttippe, samuti on
kasutatud RSP-sid rakusisese tsingikoguse miédramiseks ning viirusliku infektsiooni leviku

jélgimiseks reaalajas (Fonseca et al., 2009).

| RSP | lastmolekul |

ﬂ@@ﬁ@@ﬂﬂﬂ@@@@@ﬂ@ﬂ@ﬂ@ﬁ@@ﬁﬁ@@ﬂ@ﬁﬂﬂﬁﬂﬂ@@@
A/./ \\.

Nukleiinhapete
transportimine

RNA, DNA,
siRNA, miRNA

Valkude
transportimine

Antikehad,
valgud

Terapeutiliste
ithendite
transportimine
Viikese
molekulmassiga
ravimid

Visualiseerivate

ithendite

transport
Kvanttépid,
fluorofoorid,
radiomirgised

Joonis 2. RSP-dega transporditavad ithendid (Stewart et al., 2008).

RSP-d saab klassifitseerida mitmel viisil. Esimene vdimalus on seda teha piritolu
alusel, kus RSP-d jaotatakse looduslikest valkudest saaduteks, kiméirseteks, mis koosnevad
nii looduses leiduvatest kui ka siinteetilistest jirjestustest ning siinteetilisteks peptiidideks,
mis on tehislikult loodud jérjestustega. Lisaks sellele voib RSP-d jagada katioonseteks,
hiidrofoobseteks ja amfipaatseteks. Katioonsetel RSP-del on jdrjestuses aminohapped, mis
fiisioloogilisel pH-1 (7,2-7,4) omavad positiivset laengut. Nendeks aminohapeteks on liisiin,
arginiin ning histidiin. Lisaks sellele on peptiidi jdrjestusse vdimalik keemilisel siinteesil
lisada ka mitteprotegeenseid aminohappeid, mida looduslikes valkudes ei kodeerita ning mille
korvalahela riihm omab samuti positiivset laengut - niiteks ornitiin. Hiidrofoobsed peptiidid
koosnevad kas ainult mittepolaarsetest aminohapetest voi sisaldavad vihesel miiral laenguga
aminohappeid. Amfipaatsed RSP-d koosnevad kahest erinevast regioonist - positiivselt lactud
ja/voi hiidrofiilsest osast ning hiidrofoobsest osast. Need peptiidid saab omakorda jagada veel

primaarseteks ja sekundaarseteks amfipaatseteks. (Langel, 2015)
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1.2.1 RSP-de ja lastmolekulide vahelise kompleksi moodustumine

On kaks peamist voimalust, kuidas siduda transporditav lastmolekul RSP kiilge -

kovalentselt voi mittekovalentselt (Cerrato et al., 2014).

Kovalentsel sidumisel siinteesitakse side keemiliselt transporditava molekuli ja RSP
vahele. Peamisel kasutatakse peptiid-, disulfiid-, sulfaniiiil-, vdoi malemiidsidet (Joonis 3.)
(Koren ja Torchilin, 2012). Uks eeliseid, mis kovalentse sidumisega saavutatakse on suurem
kompleksi stabiilsus ning ithekordse lastmolekuli ja RSP vahelise kompleksi moodustumine,
mis on oluline in vivo katsetes (Cerrato et al., 2014). Meetodi puuduseks on, et konjugatsiooni
kdigus vOib muutuda lastmolekuli bioaktiivsus ning selline sidumine on ajakulukam ning

nduab keerulist siinteesiprotsessi. (Heitz et al., 2009).

Nukeliinhapped omavad nendes leiduva fosfaatselgroo tottu negatiivset iildlaengut.
Ténu sellele on nukleiinhapped voimelised interakteeruma RSP-dega, mis sisaldavad
positiivse laenguga aminohappejididke. Kui RSP-d omavad lisaks ka hiidrofoobset regiooni, on
komplekside moodustumine veelgi enam soodustatud (Crooke et al., 2016). RSP-de ja
nukleiinhapate mittekovalentselt seotud komplekside moodustumisel on peamisteks
elektrostaatilised ja hiidrofoobsed interaktsioonid ning wan der Waalsi joud (Cerrato et al.,
2014; Liao et al., 2013). Mittekovalentse seondumise meetodi puhul piisab RSP ja
lastmolekuli omavahelisest segamisest, et moodustuks kompleks. Eeliseks on, et pole vaja
teostada siinteesiprotsessi, sdilib lastmolekuli bioloogiline aktiivsus ning ithe RSP-ga saab

siduda mitu erinevat lastmolekuli (Koren ja Torchilin, 2012).

Kovalentne sidumine Mittekovalentne sidumine

Sulfaniiiilside /\/\/\_S_“ _. i M+i
it "
Disulfiidside /\/\/\_S_S_. i E

O
Peptiidside VAVAVANE (|:| —H _. 3 i
i "l'- + -+

AAA &

RSP Lastmolekul

Joonis 3. Kovalentne ja mittekovalentne sidumine (Cerrato et al., 2014).
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Oluline on saavutada optimaalne stabiilsus, mille juures lastmolekul oleks RSP-ga
piisavalt tugevalt seotud, et iiletada raskusteta bioloogilisi barjdére, kuid samal ajal vabaneks
oigel hetkel peptiidi kiiljest. Selle jaoks ei tohi olla side RSP ja lastmolekuli vahel ei liiga
tugev ega liiga ndrk. On oluline, et transporditav lastmolekul ei vabaneks RSP kiiljest enne
raku plasmamembraani ldbimist, vaid eemalduks soovitud terapeutilise efekti saavutamiseks

alles sihtmirkrakus. (Viola et al., 2010)
1.2.2 Katioonsete RSP-de modifitseerimine

Kuna RSP-de ja nukleiinhapete kompleksid sisenevad rakkudesse peamiselt
endotsiitoosiga, on nende iitheks pohiliseks limiteerivaks pohjuseks korgema bioaktiivsuse
saavutamisel endosoomidesse pidama jddmine ja sellele jidrgnev lagundamine. Selle
leevendamiseks on kasutatud mitmeid strateegiaid. On néidatud, et rasvhappejidigi lisamine
peptiid jirjestusele tdstab RSP hiidrofoobsust ning saavutatud bioaktiivsust lastmolekulilt
(Mée et al., 2009). Rasvhappejddgi lisamisel on oluline ka lisatava rasvhappejiégi pikkus
(Lehto et al., 2017) ning kiillastatus (Swiecicki et al., 2015). RSP PepFectl4 puhul on
ndidatud, et stearoiiiilhappejdigi lisamine N-terminaalsesse otsa parandab oluliselt peptiidi

vabanemist endosoomidest (Lehto ez al., 2011).

RSP kiiljest vabanenud lastmolekul péédseb tsiitoplasmasse tdendoliselt kas endosoomi
16hkemise kaudu tinu osmootsele paisumisele (Lo ja Wang, 2008) voi vidiksemate membraani
tekkivate aukude ja membraani destabiliseerumise tottu (Melikov ja Chernomordik, 2005;
Kichler et al., 2006). RSP PepFect6 korral on peptiidi jérjestusele lisatud endosomoliiiitiline
osa, nditeks klorokviinianaloogi jidk, mis soodustab endosoomidest vabanemist. (Andaloussi

etal., 2011).

Vabanemist voivad soodustada ka peptiidi jirjestusse lisatud histidiini vai tsiisteiini
aminohappejddgid (Lo ja Wang 2008). Histidiinide lisamist on laialdaselt kasutatud peptiidide
antimikroobse toime tostmiseks (Kacprzyk et al., 2007) ning pH-tundlikkuse suurendamiseks
(Moulay et al., 2016). Histidiin on valkudes leiduv aminohape, mille korvalahelas on
imidasoolitsiikkel, mille pKa on 6 (Lo ja Wang, 2008). See on madalam kui liisiini (10,53)
vOi arginiini (12,48) korvalahela pKa. Seetottu on histidiin fiisioloogilisel pH-1 (7,2-7,4)
vihem protoneeritud ning histidiine sisaldava peptiidi kogulaeng madalam, kui sama pikal
liisiine vo1 arginiine sisaldaval peptiidil (Moulay et al., 2016). See erinev korvalrihma pKa
teeb histidiine sisaldava peptiidi tundlikumaks just endosoomides voi kasvaja iimbruses

leiduva madalama pH suhtes (Kato et al., 2013).
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1.2.3 Transportaan, PepFect, NickFect

Transportaan on kimizirne RSP, mis koosneb 27-st aminohappejiigist ning loodi Ulo
Langeli grupi poolt 1998. aastal. Selle N-terminaalses osas on neuropeptiidist galaniin périt
12-st aminohappejddgist koosnev jdrjestus. C-terminaalses osas paikneb 14-st
aminohappejddgist koosnev jirjestus, mis on peptiidne vapsiku toksiin mastorpaan. Neid
kahte jirjestust iihendab liisiin (Pooga et al., 1998). Kaks aastat hiljem loodi RSP
Transportaan10 (TP10), mis on Transportaani analoog, millelt on eemaldatud N-terminaalsest
otsast esimesed 6 aminohapet. (Soomets et al, 2000) TP10 N-terminaalsesse otsa
stearoiitilhappejddgi lisamisel saadi RSP PepFect3 (PF3) (Mie et al., 2009), mis transportis
edukalt plasmiidset DNAd rakkudesse ja niitas suuremat lutsiferaasi ekspressiooni. On
arvatud et, PF3 efektiivsus on tingitud stabiilsemast kompleksist transporditava molekuliga
ning voimest edukalt vabaneda endosoomist. (Lehto et al., 2012) Trifluorometiitilkinooliini
kovalentsel sidumisel PF3-ga saadi PepFect6 (PF6), millel on vdime edukalt vabaneda
endosoomidest nende hapestumise tagajarjel. PF6 on kasutatud siRNA transporterina isegi
raskesti transfekteeritavates rakuliinides ning omab véhest tsiitotokslilisust (Andaloussi et al.,

2011)

PF3 pohjal on arendatud vilja RSP-de rithm NickFectid (NF). PF3 baasil loodi
NickFect51 (NF51), milles galaniini ja mastorpaani osa iithendav liisiin on asendatud
mitteproteogeense aminohappe ornitiiniga. 6. positsiooni gliitsiin liideti ornitiini korvalahela
aminorithmaga (0-positsiooni aminoriihm, tiiiipiliselt liidetakse aminohape a-positsioonis
olevale aminoriihmale), et parandada transfektsiooni efektiivsust ning stabiliseerida
kompleksi. NF51 on voimeline edukalt transportima rakku plasmiidset DNA-d ning siRNA-t
viga erinevate rakuliinide puhul, samuti iiletas see reagendi Lipofectamine 2000
transfektsiooni efektiivsuse taseme ega omanud olulisi tsiitotoksilisi korvalefekte (Arukuusk
et al., 2013). NF51 baasil arendati vilja NF55, kus 19. positsioonis asuv liisiin on asendatud
alaniiniga. Nii moodustub NF55 sekundaarses amfipaatses struktuuris selge hiidrofiilne
regioon. Vorreldes NF51-ga transportis NF55 plasmiidset DNA-d rakku 2 korda paremini,
samuti olid NF55-ga moodustatud kompleksid tunduvalt stabiilsemad ning in vivo katsetes
sisenesid kompleksid edukalt ka tuumorisse (Freimann et al., 2016). Seega on NickFectide

perekonna peptiidid viga paljulubavad rakendusteks geeniteraapia vallas.

15



Tabel 1. Niited RSP-dest ning nende jirjestused. (Pae ja Pooga, 2014; Regberg et al., 2015;
Freimann ef al., 2016) O - Ormitiinile jirgnev aminohape on lisatud a-aminoriithma asemel

ornitiini d-aminorithma kaudu.

Peptiid Jirjestus
TP10 AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,
PepFect3 Stearoiiiil-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,
PepFect6 Stearoiiiil-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH,
NickFect51 Stearoiiiil- AGYLLGO" INLKALAALAKKIL-NH,
NickFect55 Stearoiiiil- AGYLLGO" INLKALAALAKAIL-NH,
K* ~*QN o’
*QN ﬁQN F O
bN—[I( K—0QN f S v b
7 \f HzN OH
K NH,
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 To06 eesmirgid

Kiesolevas bakalaureusetods on kasutatud eelnevalt disainitud ja siinteesitud RSP
jarjestustest iga seeria parimaid. Histidiine on lisatud peptiidahelatesse selle jaoks, et muuta
peptiidahelad positiivselt laetuks ja pH-tundlikuks madala pH suhtes. Happelises keskkonnas
on peptiidahelas olevad histidiinijddgid protoneeritud ning RSP omab seega suuremat
tildlaengut. Sellised RSP-d peaksid paremini interakteeruma negatiivselt laetud
nukleiinhapetega, antud t60 kontekstis siRNA-ga, ning efektiivsemalt sisenema rakku ning
saavutama seal soovitud bioloogilise efekti. Samuti peaksid sellised peptiidid pH muutudes
suutma sdilitada keskkonna pH-d ja nii suutma kaitsda end happelises keskkonnas
aktiveeruvate kataliiiitiliste ensiiimide eest ning edukamalt vabanema emdosoomidest.
Kéesoleva bakalaureusetdoo hiipotees on, et histidiinide arv peptiidahelas mojutab RSP-de
omadusi nagu keskkonna pH sdilitamise vOime, lastmolekuliga moodustatud komplekside
stabiilsus ning rakkudesse sisenemise ja soovitud bioloogilise efekti saavutamise efektiivsus.
Antud 36 eesmirgiks oli leida RSP NF55 histidiinidega analoogide H4-C18, H6-C20, H6'-
C20 ja H8-C20 seast siRNA transpordi jaoks efektiivseim. Selle jaoks:

1. Maidrati tiitrimisel pohineva katse abil RSP-de puhverdusvdime, mille alusel saab
vorrelda peptiidide voimet sdilitada keskkonna pH.

2. Vorreldi histidiinirikaste  RSP-de ja siRNA vahel moodustunud komplekside
stabiilsust hepariinsoolade ning ensiiiimi proteinaas K juuresolekul ning stabiilsuse
soltuvust histidiinide arvust peptiidahelas.

3. Hinnati t60s kasutatud RSP-de efektiivsust transportvektoriga. Selle jaoks
transfekteeritakse kahte erinevat rakuliini - U87-luc2 ja CHO-GFP - siRNA/RSP
mittekovalentselt moodustatud kompleksidega ning midratakse transfektsiooni ja
soovitud bioloogilise efekti saavutamise efektiivsus luminesentsil pdhineva meetodi
abi ning ldbivoolutsiitomeetriaga. Transfekteeritud rakke vaadeldaks konfokaal-
mikroskoopiga.

4. Vorreldakse to0s kasutatud histidiinirikaste RSP-de moju rakkude elumusele nii

puhtal kujul peptiidilahusega kui ka siRNA/RSP kompleksidega.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Toos kasutatud peptiidid

Toos kasutatud peptiidid (tabel 2) disainiti ja siinteesiti Tartu Ulikooli
Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia labori poolt. Peptiidid siinteesiti
automatiseeritud  peptiidisiintesaatoril ~ (Applied  Biosystems, @ USA),  kasutades

fluoreniiiillmetiiiiloksiikarboniiiil (Fmoc) tahke faasi siinteesistrateegiat.

Tabel 2. To6s kasutatud RSP-d ja nende jirjestused. O - ornitiinile jirgnev aminohape on
lisatud - aminoriihma asemel ornitiini 6-aminorithma kaudu. Nominaallaengud on

teoreetilised ning arvutatud programmiga MarwinSketch.

Nomi- Nomi-
Rasv- | naal- naal-
Peptiid Jirjestus hape laeng laeng
(pH6) | (pH74)
PF6 Stearoiiiil-AGYLLGK*INLKALAALAKKIL-NH, C18 +11 +8
NF55 Stearoiiiill-AGYLLGO" INLKALAALAKAIL-NH, | C18 +4 +3
H4-C18 Stearoiiiil-HHYHHGO ILLKALKALAKAIL-NH, | C18 +8 +5
H6-C20 Araoiiiil-HHHHYHHGOILLKALKALAKAIL-NH, | C20 +9 +5
H6'-C18 Stearoiiiil-HHHHHHGO ILLKALKALAKAIL-NH, | CI18 +9 +5
HS8-C20 Arahoiiil- HHHHHHYHHGOILLKALKALAKAIL-NH, C20 +11 +6

Ka Ob
‘ON  *QN o
ON—K_ _K—ON > v B a
E HoN OH

NHz

2.2.2 Histidiinirikaste RSP-de keskkonna pH siilitamisvoime hindamine

Peptiidide keskkonna pH siilitamise voime ehk puhverdusvéime hindamiseks viidi
1abi tiitrimisel pohinev eksperiment. Katse ldbiviimiseks valmistati 5 ml 0,2 mM
peptiidilahust. pH-meetriga moddeti esialgne peptiidilahuse pH. Seejdrel lisati
peptiidilahusele 20 pul 1 M trifluoroatseethapet (TFA), mis muutis peptiidilahuse
happelisemaks kuni pH 2,5. Seejirel lisati samal ajal pidevalt magnetsegajaga segades

lahusele 5 pl kaupa NaOH 0,5 M lahust kuni pH 11 saavutamiseni. Saadud andmete alusel
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arvutati RSP-de puhverdusvéime pH vahemikus 5-7. Andmed esitati programmi Microsoft

Excel graafikuna.
2.2.3 siRNA/RSP komplekside moodustamine

siRNA/RSP kompleksid moodustatakse 1 tund enne rakkudele lisamist. Kuna t60s
kasutatud peptiidide ja siRNA vahelised kompleksid moodustatakse mittekovalentselt, piisab
vaid kahe lahuse kokkusegamisest ja inkubeerimisest. Seejuures voetakse arvesse molaarsuhet
(MR). Molaarsuhe on suhe reaktsioonis osalevate ainete moolide vahel. Selles to6s on
kasutatud MR30, seega on peptiidi 30-kordses iilehulgas siRNA suhtes. Kokku segatakse
siRNA ja peptiidilahus ning vajadusel lisatakse vajalikul hulgal deioniseeritud MQ (Milli-Q
water) vett. sSiIRNA 10ppkontsentratsioon vastavalt katse iseloomule oli kas 25 nM vdi 100 nM

ning RSP 16ppkontsentratsioon kas 750 nM vo1 3 uM (Tabel 3).

Tabel 3. Komplekside moodustamine.

siRNA siRNA RSP RSP
loppkontsen | loppkontsen | loppkontsen | loppkontsen
siRNA RSP tratsioon tratsioon tratsioon tratsioon
kompleksis sootmes kompleksis sootmes
MR | 40pl1puM | 120 pl 10 pM 250 nM 25 nM 7,5 UM 750 nM
30 40 ul 4 uM | 120 ul 40 uM 1 uM 100 nM 30 uM 3uM

Tabel 4. Toos kasutatud siRNA jdrjestused.

siLuc Sense 5"-GGACGAGGACGAGCACUUCUU
Antisense 3"-UUCCUGCUCCUGCUCGUGAAG
siGFP Sense 5"-GGCUACGUCCAGGAGCGCACC
Antisense 3"-UGCGCUCCUGGACGUAGCCUU

2.2.4 Kasutatud rakuliinid ja nende kultiveerimine

Toos kasutati rakuliine U87-luc2 (glioblastoomi rakud, mis stabiilselt ekspresseerivad
luc2 geenilt lutsiferaasi) ja CHO-GFP (Hiina hamstri munasarjarakud, mis stabiilselt
ekspresseerivad GFP valku), mida kasvatati inkubaatoris 37 °C ja 5% CO, keskkonnas. Rakke
kasvatati Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) so6tmes (U87-luc2 rakkude puhul)
voi Ham's-i sootmes (CHO-GFP rakkude puhul), millele oli lisatud 0,1 mM asendatavaid
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aminohappeid, 1,0 mM naatriumpiiruvaati, 10% veise looteseerumit (FBS), 100 U/ml
penitsilliini ja 100 mg/ml streptomiitsiini. U87-luc2 rakkude kasvatamiseks kasutati Petri
tassi, mille pohi oli eelnevalt 0,1% zelatiiniga t66deldud. Rakkude arvu plaadil vihendati iga

2-3 pieva jdrel passeerimisega suhtes 3:1-le sootmes, et sdilitada rakutihedus alla 90%.

Rakukatsete jaoks kiilvati rakud 24-kaevulisele voi 96-kaevulisele ldbipaistvale
plaadile 24 tundi enne eksperimendi ldbiviimist. U87-luc2 rakuliini puhul plaadid eelnevalt
zelatiniseeriti. 24-kaevulise plaadi puhul oli rakkude kontsentratsioon 50 000 rakku/ml
sootmes kaevu kohta ning 96-kaevulise plaadi puhul 10 000 rakku/200 pl so6tmes kaevu
kohta ja kasvatati inkubaatoris 37 °C ja 5% CO, juures.

2.2.5 Rakukultuuris bioloogilise efekti hindamine luminesentsi baasil

Transfektsiooni jaoks kiilvati rakud 24 tundi enne eksperimendi ldbiviimist 24-

kaevulisele ldbipaistvale plaadile vastavalt punktis 2.2.4 toodule.

24 tunni moddudes vahetati rakkudel vana soode 450 pl uue so6tme vastu kaevu
kohta. Seejdrel pipeteeriti kaevudesse lisaks sootmele 50 pl komplekse, tootlemata
kontrollrakkude kaevudesse pipeteeriti 50 ul sooddet. Pdrast 4 tunni moodumist lisati
rakkudele 1 ml uut s6ddet kaevu kohta. Rakke inkubeeriti 20 tundi inkubaatoris 37 °C ja 5%

CO; juures.

20 tunni moodudes eemaldati rakkudelt sodde, pesti fosfaatpuhverdatud soolalahusega
(1xPBS) ning liiiisiti 100 pl 0,1% Triton-x 100-ga, mis oli lahjendatud 1xPBS-is. Liilisimine

kestis 30 minutit temperatuuril 4 °C.

Péarast 30 minuti moodumist pipeteeriti 20 pl rakuliisaati valgele 96-kaevulisele
plaadile ning lisati 80 ul Luciferase Assay Reagent-i (Promega, Rootsi) ja moddeti
luminomeetriga (Promega, Rootsi) luminestsentsi lutsiferaasi hulga médramiseks (Joonis 4).
Luminomeetriga mooddetud tulemused normaliseeriti hiljem andmetdotluses vastavate
proovide valgukontsentratsioonidega. Proovide valgukontsentratsioonide méédramiseks
kasutati valgumiiiramise komplekti Bio-Rad RC DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories
Inc, USA). Selle jaoks pipeteeriti 5 ul rakuliisaati ldbipaistvale 96-kaevulisele plaadile ning
lisati 25 pl Protein assay reagent A ja reagent S segu (1 ml Reagent A+20 ul Reagent S).
Seejdrel lisati proovidele 200 pl Protein assay reagent B ning inkubeeriti 10 minutit
toatemperatuuril. Seejdrel mdoddeti valgu absorptsioon Tecan Sunrise mikroplaadi lugejaga

(Tecan Group Ltd, Sveits) lainepikkusel 700 nm. Luminomeetriga mdddetud tulemused

20



normaliseeriti vastavate proovide valgukontsentratsiooni suhtes ning tulemused esitati

GraphPad Prism programmi abil graafikuna.

HO COOH Lutsiferaas -0 0o~
S: /:Nj/ B S: ,N: T
N/ S N/ s~ +AMP+PP+CO;+ luminesents
+ATP+0, Mg2*

Lutsiferiin Oksiilutsiferin

Joonis 4. Lutsiferiini reageerimine lutsiferaasiga, mille kdigus eraldub luminesents
2.2.6 siRNA/RSP kompleksi stabiilsus hepariini soola suhtes

siRNA/RSP komplekside stabiilsuse hindamiseks toodeldi komplekse hepariinsoola
lahusega, mis tdrjub kompleksidest siRNA vilja tdinu oma negatiivsele laengule. Eelnevalt
moodustati siRNA/RSP MR30 kompleksid, kus siRNA 1dppkontsentratsioon oli 25 nM.
Kompleksid kanti 96-kaevulisele plaadile 30 pl kaevu kohta ja lisati 90 pl erineva
kontsentratsiooniga hepariini  (Sigma-Aldrich, Saksamaa) lahust MQ vees, mille
16ppkontsentratsioonid jdid vahemikku 0-3 mg/ml. Seejdrel inkubeeriti saadud lahust 45
minutit temperatuuril 37 °C. Pérast inkubeerimisaja 10ppu lisati vélja torjutud siRNA koguse
hindamiseks 30 pl nukleiinhapete aluspaaride vahele seostuvat fluorokroomi PicoGreen®
lahust (Thermo Fisher Scientific, USA). Pérast 15 minutilist inkubatsiooni toatemperatuuril
moodeti fluoromeetriga (SynergyMx, BioTek, USA) hepariinile kittesaadava siRNA hulk
480/520 nm juures. Saadud tulemused normaliseeriti hepariin vastavate kontsentratsioonidega
siRNA kontrollide suhtes ning esitati GraphPad Prism programmi abil protsentuaalse

graafikuna.
2.2.7 siRNA/RSP kompleksi stabiilsus ensiiiimi proteinaas K suhtes

siRNA/RSP komplekside stabiilsuse hindamiseks toddeldi komplekse proteinaas K
enslilimiga, mis 10ikab peptiidsidet hiidrofoobsete aminohappete juurest ning selle tulemusel
vabaneb siRNA. Selle jaoks moodustati eelnevalt 30 pul siRNA/RSP MR30 kompleksid
siRNA 16ppkontsentratsiooniga 25 nM, mis lisati 90 ul MQ veele, mis oli eelnevalt kantud
mustale 96-kaevulisele plaadile. Saadud lahusele lisati 30 pl PicoGreeni® (Thermo Fisher
Scientific, USA) lahust. Proove inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Enne ensiiiimi
proteinaas K lisamist mdddeti nullproov, mis nditas kompleksi moodustumist ning mille vastu
hiljem proovid normaliseeriti. Seejérel lisati 20 pl proteinaas K (Thermo Scientific, USA)
ensilitimi kontsentratsioonis 120 pl/ml. Fluoromeetriga (SynergyMx, BioTek, USA) moodeti

kittesaadava siRNA hulk 485/528 nm juures. Mootmine teostati 200 minuti jooksul iga 5
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minuti tagant. Tulemused normaliseeriti nullproovi suhtes, millele polnud proteinaas K lisatud

ning esitati GraphPad Prism programmi abil protsentuaalse graafikuna.
2.2.8 Libivoolutsiitomeetriaga transfekteeritud rakupopulatsiooni méidramine

Selleks, et teada saada kui suur osa rakupopulatsioonist on siRNA/RSP komplekside
vahendusel transfekteeritud analiiiisiti transfekteeritud CHO-GFP rakke ldbivoolutsiitomeetria
abil (Fluorescsence Activated Cell Sorter, FACS). 24 tundi enne katse algust kiilvati CHO-
GFP rakud 24-kaevulisele plaadile vastavalt punktis 2.2.4 kirjeldatule. Moodustati
siRNA/RSP MR30 kompleksid, kus siRNA 1dppkontsentratsioon oli 100nM. Rakud
transfekteeriti kompleksidega vastavalt punktis 2.2.5 kirjeldatule. 4 tunni moéodudes lisati
rakkudele 1 ml vérsket soddet ning rakke inkubeeriti seejdrel 44 tundi. Pédrast 44 tundi
inkubatsiooniaja méodumist eemaldati rakkudelt so6de ning lisati 100 pl triipsiini kaevu
kohta ning inkubeeriti 2 minutit. Seejérel lisati 400 pl 2% FBS-i lahjendatuna PBS-is (50 ml
PBS+1 ml FBS), et neutraliseerida triipsiin ning 200 pl rakususpensiooni kanti ldbipaistvale
96-kaevulisele U-plaadile. Kuni mdodtmiseni hoiti rakke jdédl. Fluorestsentsi intensiivsuse
analiilisimiseks kasutati firma BD LSRII Idbivoolutsiitomeetrit (BD Biosciences, San Jose,
CA, USA) ning tarkvara FACSDiva (BD Biosciences, Heidelberg, Saksamaa). Tulemused

esitati protsentuaalse graafikuna GraphPad Prism programmi abil.
2.2.9 Konfokaalmirkoskoopiaga bioloogilise efekti visualiseerimine

siRNA/RSP kompleksi GFP signaali maha reguleerimise efektiivsuse madramiseks
kasutati lisaks lutsiferaasi hulga maidramise eksperimendile, mis on kirjeldatud eelpool,
konfokaalmikroskoopiat. 24 tundi enne katse ldbiviimist kiilvati 10 000 CHO-GFP rakku 250
pl s6otmes kambri kohta konfokaalmikroskoopia jaoks mdeldud Nunc™ Lab-Tek™ (Thermo
Scientific™, USA) 8-kambrilistele alusklaasidele. Vahetult enne komplekside rakkudele
kandmist vahetati vana sodde 225 pl vérske sootme vastu ning rakkudele kanti 25 pl
siRNA/RSP komplekse, milles siRNA loppkontsentratsioon oli 100nM. Pidrast 24 tundi
inkubeerimist tuvastati fluorestsentsignaal konfokaalmikroskoobiga Zeiss LSMT710,

visualiseerimiseks kasutati 488 nm laserit ning andmeid t60deldi hiljem ZEN tarkvaraga.
2.2.10 Rakkude elumuse méiramine

RSP-de ja siRNA/RSP komplekside vOimaliku toksilise efekti hindamine pdhineb
MTS proliferatsiooni analiiiisil (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay, Promega, Rootsi). See on kolorimeetriline meetod, mis pdhineb mitokondriaalsete

dehiidrogenaaside  aktiivsuse detekteerimisel = metaboolselt  aktiivsetes  rakkudes.
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Dehiidrogenaasid redutseerivad reaktsioonis osalevad tetrasooliumi soolad formasaaniks ning

tekkinud produkti neelduvust on voimalik modta spektrofotomeetriliselt (Joonis 4).

Rakkude elumuse hindamiseks kiilvati 24 tundi enne katse ldbiviimist ldbipaistvale
eelnevalt zelatiniseeritud 96-kaevulisele plaadile U87-luc2 rakud vastavalt punktis 2.2.4
kirjeldatule. Enne siRNA/RSP komplekside vdi peptiidilahjenduste rakkudele kandmist
vahetati vana s6ode 90 pl virske sootme vastu. Seejérel kanti rakkudele 10 pl kaevu kohta
eelnevalt moodustatud siRNA/RSP MR30 komplekse, kus siRNA 16ppkontsentratsioon oli 25
nM voi peptiidilahjendused kontsentratsioonis 10-0,625 pM. 24 tunni moddudes lisati
rakkudele 20 pl MTS reagenti kaevu kohta ning pérast 2 tundi inkubeerimist mdddeti
tekkinud produkti absorptsioon Tecan Sunrise mikroplaadi lugejaga (Tecan Group Ltd,
Sveits) lainepikkusel 450 nm. Tulemused normaliseeriti tausta ja negatiivsete proovide suhtes

ning esitati GraphPad Prism programmi abil protsentuaalse graafikuna
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2.3 Tulemused ja arutelu
2.3.1 Keskkonna pH siilitamise voime soltub histidiinide arvast RSP-s

Histidiine on lisatud RSP-dele nende pH-tundlikumaks muutmiseks. Kuna histidiini
korvalahela pKa (6) on madalam vorreldes kahe teise positiivselt lactud aminohappe - liisiini
(10,53) ja arginiini (12,48) - korvalahela pKa-ga on histidiinirikkad peptiidid eriti tundlikud
just madala pH suhtes (Moulay et al., 2016). See tuleneb sellest, et histidiini imidasoolring on
madalamal pH-1 protoneeritud ning seega omandavad histidiine sisaldavad peptiidid
happelises keskkonnas suurema positiivse iildlaengu. See tuleb kasuks negatiivselt laetud
nukleiinhappemolekulide, antud t60 kontekstis siRNA-ga, ning rakumembraaniga
interakteerumisel. Madalamal pH-1 ehk happelises keskkonnas moodustunud siRNA/RSP
komplekside puhul kulub positiivselt laetud RSP-d negatiivselt laetud siRNA
tasakaalustamiseks vihem kui korgemal pH-1 ehk aluselises keskkonnas. siRNA-ga
kompleksi moodustumiseks kuluvate RSP-de arv soltub RSP iildlaengust happelises
keskkonnas - mida suurem on iildlaeng, seda vihem kulub RSP-d. Kuna histidiin on
hiidrofiilne aminohape muudab nende lisamine jérjestusse ka kogu peptiidi hiidrofiilsemaks.
See aga vihendab RSP interakteerumise efektiivsust hiidro-fiilse rakumembraani
pealispinnaga. Selle probleemi lahendamiseks ning RSP-de hiidrofoobsemaks muutmiseks
lisatakse peptiidjirjestuse N-terminaalsesse osasse erineva pikkusega rasvhappejiike (Lehto

etal, 2011).

Samuti omavad pH-tundlikud RSP-d puhverdusvdimet, mis on omadus vilistegurite
muutudes stabiilselt siilitada esialgne keskkonna pH seda puhverdades. Nii vildivad peptiidid
endosoomide hapustumist ning seega kaitsevad end happelises keskkonnas aktiveeruvate

liltitiliste ensiitimides eest (Lo ja Wang, 2008).

Toos kasutatud RSP-de keskkonna pH siilitamise vdime hindamiseks viidi 1dbi
tittrimisel pohinev katse. Valmistati 0,2 mM peptiidilahused, mida tiitriti 0,5 M NaOH
lahusega. Katses kasutatud RSP-d olid valitud vastavalt histidiinide arvule peptiidahelas - 0,
4, 6, ja 8 histidiini. Koikide PSP-de rasvhappejadgiks N-terminaalses osas oli
stearoiiiilhappejddk, milles on 18 siisinikku. Tulemused esitati Microsoft Exceli graafikuna
(Joonis 6). Tiitrimiskatsest saadud tulemustest arvutati vilja t60s kasutatud RSP-dele lisatava
NaOH hulk moolides, mis on vajalik, et viia pH 7-ni. pH vahemik, milleks oli 5-7, valiti
histidiini korvalahela pKa (6) jargi, sest kdige tdendolisemalt just selles vahemikus toimub
histidiini imidasoolringi protonatsiooni muutus ning vidheneb peptiidi iildlaeng. Saadud

puhverdusvdoimed on esitatud tabelis 5, millest on nédha, et NF55 keskkonna pH siilitamise
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voime vorreldes histidiinirikaste peptiididega on madalam ehk puhverdusvdoime on viiksem.
Histidiinirikastest peptiididest puhverdas koige halvemini peptiid H4-C18, mille ahelas on 4
histidiini ja koige paremini H8-C18, mille ahelas on 8 histidiini. Seega sdltub keskkonna pH
sdilitamise voime histidiinide arvust peptiidahelas - mida rohkem histidiine ahelas, seda
suurem on ka peptiidi vdoime sdilitada keskkonna pH. Seega aitab histidiinide lisamine
jarjestusse kaasa RSP-de pH-tundlikumaks muutmisele - histidiinirikkad peptiidid suudavad
sdilitada keskkonna pH happelistes tingimustes muutumatuna ning tdendoliselt suudavad
seega viltida lagundamist happelises keskkonnas tootavate kataliiiitiliste ensiiiimide poolt

ning edukamalt vabaneda endosoomidest.
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8 // /( ——H4-C18
= 7 %j/‘ —=—H6-C18
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2+ . . . . . . .

7.5 12.5 17.5 22.5 27.5 32.5 37.5 42.5
Lisatud NaOH 0,5M (ul)

Joonis 6. RSP-de H4-C18, H6-C18, H8-C18 ja kontrollina kasutatud NF55 tiitrimiskdverad.

Tabel 5. Peptiidide puhverdusvoimed.

4 histidiiniga | 6 histidiiniga | 8 histidiiniga
RSP RSP RSP
Puhverdusvéime (pmol) 6,8 7,0 7,2 6,7 6,0

NF55 | MQ vesi

2.3.2 Histidiinide lisamine RSP-le suurendab siRNA/RSP kompleksi stabiilsust

RSP-de kasutamiseks in vitro ja in vivo katsetes on oluline, et kompleks oleks
optimaalse stabiilsusega. Lastmolekul ei tohi olla peptiidiga seotud ei liiga tugevasti ega liiga
nOrgalt. Optimaalse seotuse korral vabaneb lastmolekul RSP kiiljest alles pirast

rakumembraani ldbimist (Viola et al., 2010). Kompleksi stabiilsus on oluline soovitud
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bioloogilise efekti saavutamiseks. Liiga stabiilse kompleksi puhul vabaneb lastmolekul RSP
kiiljest raskemalt ning bioloogiline efekt ei pruugi avalduda soovitud mééral. Liiga ndrga
kompleksi puhul aga v6ib lastmolekul vabaneda enne rakumembraani ldbimist, millega jéllegi

ei kaasne soovitud bioloogilist efekti, sest lastmolekul ei joua sihtmérkorganellini.

Histidiinid suurendavad siRNA/RSP vahelise kompleksi stabiilsust positiivsete
lisalaengutega, mis tekivad happelises keskkonnas tdnu histidiini kdrvalahela
protoneeritusele. Seega on kompleksi stabiilsus mdjutatud ka pH-st, sest aluselisema pH

juures on peptiidi iildlaeng viiksem ning kompleksi stabiilsus seega madalam.

siRNA/RSP komplekside stabiilsuse hindamiseks viidi ldbi katse, milles komplekse
inkubeeriti hepariini soola juuresolekul, mis néitab kui tugevasti siRNA on seotud kompleksi.
Katse teostati rakusisese pH juures, mis on 6 ehk kergelt happeline. Hepariin on poliianioonne
tthend, mis on vdimeline seostuma positiivselt lactud aminohapetega ning tdrjub seelibi
kompleksist vélja nukleiinhappe. Hepariini kontsentratsioon, millel tdrjutakse vilja
nukleiinhape ja vilja torjumise kdigus vabanenud siRNA hulk iseloomustavad komplekside
stabiilsust. Kompleksid moodustati MR30 juures ning siRNA 10ppkontsentratsioon
kompleksis oli 25 nM, mis on sama, mida kasutati in vitro katsetes. Komplekse toodeldi
erineval kontsentratsioonidel hepariini lahustega (0-3 mg/ml). Vilja torjutud siRNA koguse
hindamiseks t6odeldi saadud lahust PicoGreen® lahusega. Vilja torjutud vaba siRNA hulk
esitati protsentuaalselt graafikuna kasutades GraphPad Prism programmi (Joonis 7).

Tulemused on esitatud kahe katse keskmisena.
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Joonis 7. siRNA/RSP komplekside stabiilsus hepariini soolade juuresolekul.
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Katse tulemustest jareldub, et tugevaima kompleksi moodustab H8-C20, mis tdihendab,
et siRNA/H8-C20 kompleksist suudab hepariin siRNA kdige halvemini vilja torjuda. Kdige
norgema kompleksi moodustab seevastu H4-C18, mis vabastab siRNA oma kompleksist
hepariini soola juuresolekul kdige kergemini. Keskmise tugevusega kompleksi, mis pole ei
liiga tugev ega liiga nork moodustavad H6-C20 ja H6'-C20, mis vorreldes NF55 on

stabiilsemad, kuid PF6-ga vorreldes siiski ndrgemad.

Teise katsena, et hinnata siRNA/RSP komplekside vastupidavust proteoliiiitilisel
lagundamisele ning RSP voimet kaitsta lastmolekuli, teostati katse, milles siRNA/RSP
komplekse toddeldi ensiiiimiga proteinaas K. Katse viidi ldbi rakusisese pH juures, mis on 6
ehk kergelt happeline. Proteinaas K on ensiiiim, mis 10ikab peptiidsidet ning selle kdigus
vabaneb kompleksist siRNA. Katse viidi 1dbi MR30 juures ning siRNA 16ppkontsentratsioon
kompleksis oli sama, mis in vitro katsetes. Vabanenud siRNA koguse miédramiseks toodeldi
proove PicoGreen® lahusega. Vilja tOrjutud vaba siRNA hulk esitati protsentuaalselt
graafikuna kasutades GraphPad Prism programmi (Joonis 8). Tulemused on esitatud kahe

katse keskmisena.
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Joonis 8. siRNA/RSP komplekside stabiilsus ensiitimi proteinaas K juuresolekul.

Katse tulemusest jareldub, et proteinaas K juuresolekul vabaneb siRNA koige
paremini siRNA/H4-C18 kompleksist ehk seega peab RSP H4-C18 koige vdhem vastu
proteoliiiitilisele lagundamisele, kuid on siiski stabiilsem kui NF55. Keskmise tugevusega

kompleksid moodustavad H6-C20 ja H6'-C18. Neist kdige tugevam on siRNA/H8-C20
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kompleks, milles RSP peab kdige paremini vastu proteoliiiitilisele lagundamisele ning kaitseb

lastmolekuli kdige paremini.

Nende kahe eksperimendi tulemuste pdhjal saab viita, et nii positiivselt laetud
histidiinid peptiidahelas kui ka hiidrofoobne osa rasvhappejiigi ndol mojutavad siRNA/RSP
kompleksi tugevust. Katsetest saab jidreldada, et mida rohkem on peptiidahelas histidiine ning
mida pikem on rasvhappejiik, seda tugevama kompleksi RSP moodustab ja seda raskemalt
vabaneb lastmolekul. Lithikema rasvhappejdigi ja vidiksema arvu histidiinide puhul vabaneb
lastmolekul aga kergemini. Nii hepariini soolade kui ka ensiiiimi proteinaas K juuresolekul
moodustas keskmise tugevusega kompleksi, mis poleks ei liialt ndrk ega tugev, RSP H6-C20.
Nimetatud kompleksi optimaalne stabiilsus on tingitud ilmselt peptiidahelates olevatest 6-st
positiivsest histidiinist, mis muudavad peptiidi iildlaengu positiivsemaks. Suurem positiivne
ildlaeng aitab kaasa interakteerumisele negatiivse siRNAga - seega suurema iildlaenguga
RSP-d kulub sama hulga siRNA-ga interakteerumiseks vihem. Samuti aitab keskmise
tugevusega kompleksi moodustumisele kaasa hiidrofoobne regiooni, mille tagab N-
terminaalses pooles olev arahoiililhappejiigi osa ning mis stabiliseerib peptiidahelas olevaid

hiidrofiilseid aminohappejdédke, nende hulgas ka histidiine.
2.3.3 Edukamad transportvektorid on 4 ja 6 histidiiniga RSP-d

Transfektsiooni efektiivsus on iiks pohilisi parameetreid, millega on vdimalik hinnata
transportvektori voimet viia rakkudesse lastmolekul. Transfektsiooni efektiivsus sodltub
mitmetest teguritest nagu vektorina kasutatava RSP jérjestus, transporditav lastmolekul,
kompleksi stabiilsus ning transfekteeritavast rakuliinist ja inkubatsioonitingimustest. Loplik
bioloogiline aktiivsus omakorda soltub transfektsiooni efektiivsusest, endosoomidest
vabanemise edukusest, sSiIRNA/RSP komplekside stabiilsusest ning tsiitoplasmasse vabanenud

siRNA efektist.

Uks aspekt, millest transfekstiooni ja soovitud bioloogilise efekti saavutamise
efektiivsus in vitro soltub, on siRNA/RSP kompleksi stabiilsus. Kuna siRNA/RSP
komplekside tootlemisel hepariini soolade ja ensiilimiga proteinaas K selgus, et keskmise
tugeusega kompleksi, mis poleks ei liilat ndork ega liilat tugev, moodustab RSP H6-C20, peaks

see peptiid olema kdige efektiivsem siRNA transporter transfektsioonikatsetes.

Teine tegur, millest transfekstiooni ja soovitud bioloogilise efekti saavutamise
efektiivsus in vitro soltub, on kasutatava RSP kontsentratsioon, mis on rakuliiniti erinev.

Kasutatav kontsentratsioon oleneb niiteks sellest, milline on sihtmérkgeeni valgulise produkti
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iseloom. Niiteks sihtmirkgeeni valgulise produkti poolviirtusajast soltub, kui pikk on

inkubatsiooniaeg; liihema poolvéirtusajaga sihtmérgid vajavad ka lithemat inkubatsiooniaeg.

Transfektsiooni efektiivsuse ning bioloogilise efekti saavutamise hindamiseks teostati
lutsiferaasi hulga modtmisel pohinev katse. Eksperimendi teostamiseks kasutati U87-luc2
rakuliini, mis ekspresseerib lutsiferaasi. Katse eesmirgiks oli maha reguleerida lutsiferaasi
kodeeriv geen. siLuc/RSP  kompleksid moodustati suhtes MR30 ning siLuc
16ppkontsentratsioon oli 25 nM. Rakkudele lisatud siLuc/RSP kompleksid moodustasid 1/10
rakkudel olevast sootme ruumalast. Inkubatsiooniajaks valiti 24 tundi, sest lutsiferaasi
poolvéirtusaeg on umbes 4 tundi ning seega peaks olema 24 tundi piisav aeg, millega
saavutada soovitud bioloogiline efekt. Lutsiferaasi hulka rakkudes mdddeti luminesentsi
kaudu luminomeetriga ja tulemused normaliseeriti vastavate rakkude valgusisalduse vastu, et
elimineerida rakkude arvust tulenevad ebatdpsused. Tulemused esitati GraphPad Prism
programmi kasutades tulpdiagrammil suhtelise lumisesentsi tihikutena (relative luminescence

unit, RLU) (Joonis 9). Tulemused on esitatud kahe katse keskmisena.

100+ -

Luc2 geeni aktiivsus UT rakkude suhtes (%)

Joonis 9. siLuc/RSP kompleksidega luc2 geeni mahareguleerimine U87-luc2 rakkudes.

Tulemused on normaliseeritud vastavate proovide valgukontsentratsiooni vastu.

Transfektsioonikatsest jdreldus, et koige efektiivsemalt reguleerivad luc2 geeni maha
siLuc/H4-C18 ja siLuc/H6-C20 kompleksid, mille puhul luc2 geeni avaldumise tase rakkudes

oli isna vOrdne, jaddes 15% juurde. See tulemus on vordne varem edukat siRNA transporti
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ndidanud RSP PF6 tulemusega antud katses. Kdige ebaefektiivsemalt tootas peptiid H8-C20,
mille transfektsiooni efektiivsus oli katses kasutatud peptiididest madalaim. Kd&ikide katses
kasutatud RSP-de transfekstiooni efektiivsus iiletas kommertsiaalse transfektsiooniagendi
RNAiIMAx efektiivsuse. Koik histididiinidega modifitseeritud RSP-d iiletasid NF55
bioloogilise efekti saavutamise vdime, reguleerides lutsiferaasi kodeerivat geeni maha

suuremal méiral.

Lisaks iildisele transfektsiooni efektiivsuse ja bioloogilise efekti hindamisele, mis
teostati lutsiferaasi hulga médramise kaudu, on oluline ka miidrata tdpsemalt, kui suure osa
rakupopulatsioonist suudab transportvektor transfekteerida. Selle jaoks transfekteeriti CHO-
GFP rakke, mis ekspresseerivad GFP valku, MR30 siGFP/RSP kompleksidega, milles siRNA
16ppkontsentratsiooni oli 100 nM, eesmérgiga vaigistavad rakkudes GFP valku kodeeriv geen.
100 nM I6ppkontsentratsiooniga siGFP kasutati, sest selle kontsentratsiooni juures tulid t60s
kasutatud RSP-dega saavutatud bioloogilise efekti erinevused paremini vilja kui 25 nM
siGFP loppkontsentratsiooniga ldbi viidud katses (Lisal). Libivoolutsiitomeetria teostamisele
eelnenud transfektsiooni efektiivsuse médramise katse tulemust saab niha antud t66 lisas 2.
Inkubatsiooniajaks valiti 48 tundi, sest GFP poolestusaeg on 24 tundi ning lithema katseaja
jooksul ei pruugi soovitud bioloogiline efekt veel avalduda. 48 tundi pérast transfekstiooni
labiviimist teostati katse kasutades lidbivoolutsiitomeetriat, mille eesmérgiks oli leida kui suur
osa rakupopulatsioonist on muutunud GFP-negatiivseks vorreldes GFP-positiivse
rakupopulatsiooniga. Piiriks seati fluorestsentsi intensiivsus hulgal 10*, mis tihendab, et GFP-
negatiivseteks loeti koik rakud allpool seda piiri (Joonis 10). Tulemused esitati protsentuaalse
graafikuna kasutades GraphPad Prism programmi (Joonis 10) ning on esitatud kahe katse

keskmisena.

Jooniselt 10 on niha, et edukaimalt on CHO-GFP rakkudes GFP-positiivse signaali
maha surunud RSP-dega H4-C18 ja H6-C20 transporditud siGFP, mille puhul GFP-
negatiivsete rakkude hulk vorrelduna GFP-positiivsete rakkudega jdib ligikaudu 60% juurde.
Sama tulemuse andis ka kontrollina kasutatud NF55. Antud peptiidide efektiivsus jddb samale
tasemele voi veidi korgemale vorreldes kommertsiaalse transfektsiooniagendi RNAiMax
efektiivsusega. Kodige madalama tulemuse antud katses andsid kompleksid, mis olid
moodustatud RSP-dega H6'-C18 ja H8-C20 - nende kompleksidega toodeldud GFP-
negatiivsete rakkude hulk vorreldes GFP-positiivsete rakkudega jdi ligikaudu 40% juurde,
olles madalam NF55 tulemusest. Antud katses transfekteeris 70% rakupopulatsioonist

kontrollina kasutatud PF6.
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Joonis 10. Vasakul niide ldbivoolutsiitomeetria graafikust, millel on fluorestsentsi
intensiivsuse hulk seatud 10*-le. Paremal CHO-GFP-negatiivsete rakkude populatsioon
vorrelduna CHO-GFP-positiivsete rakkude populatsiooniga. Moodetud

labivoolutsiitomeetriaga pirast 48 tundi transfekteerimist.

Kolmandaks teostati transfektsioon konfokaalmikroskoopia jaoks CHO-GFP
rakkudega, et hinnata ning visualiseerida RSP-de transfekstiooni efektiivsust. Aluseks voeti
eelnevalt teostatud transfektsioonikatse (Lisa 2) ja ldbivoolutsiitomeetria tulemused (Joonis
10) ning moodustati siGFP/RSP kompleksid MR30 juures, siGFP 10ppkontsentratsioon oli
100 nM. Rakke inkubeeriti kompleksidega 48 tundi ning vaadeldi seejirel
konfokaalmikroskoobiga. Saadud andmeid t66deldi ZEN tarkvaraga ning saadud tulemused

on niha joonisel 11.

Konfokaalmikroskoopia fotodelt (Joonis 11) on visuaalselt ndha siGFP/RSP
komplekside transfektsiooni edukus ning bioloogiline efekt, milleks oli GFP valku kodeeriva
geeni maha reguleerimine. Tulemus vastab eelnevalt 1dbi viidud transfektsiooni efektiivsuse
médramise katse ja ldbivoolutiitomeetriaga transfekteeritud rakupopulatsiooni suuruse
hindamise katse tulemustele, kus parimateks osutusid H4-C18 ja H6-C20.
Konfokaalmikroskoopia fotodelt on niha, et siGFP/H4-C18 ja siGFP/H6-C20 kompleksidega
toodeldud rakkude puhul ei ekspresseeri rakud GFP valku peaaegu tildse ehk ei ole niha voi

on viahesel méairal ndha roheliselt varvunud rakke.
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H4-C18 H6-C20 H6'-C18

H8-C20 NF55 PF6

RNAiMax siRNA

Joonis 11. Konfokaalmikroskoopia fotod, mis on tehtud 48 tundi pidrast siGFP/RSP
komplekside transfekteerimist CHO-GFP rakkudesse.

Saavutamaks soovitud bioloogilist efekti peab transportvektor viima siRNA raku
tsiitoplasmasse ning kaitsma seda nukleaaside eest (Cerrato et al., 2014). Koik to6s kasutatud
RSP-d moodustavad siRNA-ga komplekse, mille stabiilsusele aitavad kaasa peptiidahelas
olevad histidiinid. Kuigi rohkem histidiine sisaldavad peptiidid moodustavad stabiilsemaid
komplekse, ei ole need RSP-d siRNA-ga saavutatud bioloogilise efekti seisukohast kodige
edukamad, sest ei vabasta siRNA-t piisaval médral. Oluline on, et peptiid suudaks
lastmolekuli kaitsta, transportida ning sihtmérgini joudes ka vabastada. Nii lutsiferaasi hulga
midramise, ldbivoolutsiitomeetriaga méératud transfekteeritud rakupopulatsiooni suuruse kui
ka visualiseerivate konfokaalmikroskoopia tulemuste pohjal saab viita, et edukaimalt on
siRNA-t rakkudesse transportinud ning soovitud bioloogilist efekti saavutanud siRNA/RSP

kompleksid, milles kasutati peptiide H4-C18 ja H6-C20.
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2.3.4 Histidiinirikkad RSP-d ei mojuta oluliselt rakkude elumust

RSP-d peetakse mittetoksilisteks transportvektoriteks, mis ei mdjuta rakkude elumust.
Varasemalt on ndidatud NF perekonda kuuluvad RSP-d ei ole rakkudele toksilised ega mdjuta
nende elumust (Arukuusk et al, 2013). Rakkude elumust on transfektsiooni jirgselt vaja
mddrata selleks, et hinnata transportvektori ohutust rakkudele. Kui juba in vitro tingimustes
on transportvektor rakkude elumusele kahjulik on see seda suure tdendosusega ka in vivo

tingimustes, kus ohutus rakkude elumusele méngib juba suuremat rolli.

Antud t60s hinnati siRNA/RSP komplekside mdju U87-luc2 rakkude elumusele.
Selleks teostati eksperiment, mis pohineb mitokondriaalsete dehiidrogenaaside aktiivsuse
detekteerimisel metaboolselt aktiivsetes rakkudes. Dehiidrogenaasid redutseerivad
reaktsioonis osaleva tetrasooliumi soolad formasaaniks. Teostati kaks katset - iiks peptiidi
lahjendusreaga ning teine siRNA/RSP komplekisdega. Peptiidilahuste 16ppkontsentratsioon
oli 0,625-10 uM ning kompleksid moodustati suhtes MR30, kus siRNA 16ppkontsentratsioon
oli 25 nM. Rakkudele lisatud siRNA/RSP kompleksid moodustasid 1/10 rakkudel olevast
s0otme ruumalast. Tulemused esitati protsentuaalse graafikuga kasutades GraphPad Prism

programmi (Joonis 12 ja 13). Tulemused on esitatud kahe katse keskmisena.
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Joonis 12. U87-luc2 rakkude elumus pérast erinevate peptiidilahjenduste to6tlust. Méaratud

MTS proliferatsiooni analiilisi abil 24 tundi peale peptiidilahjenduste rakkudele kandmist.
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Joonis 13. US87-luc2 rakkude elumus siRNA/RSP kompleksidega toodeldes. RSP
16ppkontsentratsioon 750 nM. Miiratud MTS proliferatsiooni analiilisi abil 24 tundi peale

komplekside rakkudele kandmist.

Katse tulemustest jiareldub, et peptiidilahuse kontsentratsiooni kasvades muutub ka
peptiidide mdju rakkudel toksilisemaks. Kdige enam mdojutas rakkude elumust RSP H4-C18,
mille puhul 10 uM peptiidilahuse puhul jéi ellu kdigest 35% kogu rakupopulatsioonist. Kdige
vihem mojutas rakkude elumust RSP H8-C20, kus isegi kdige kdorgemas kontsentratsioonis
kasutatud RSP lahuse puhul jéi rakkude elumus iile 80%. Antud t66s on kasutatud in vitro
katsetes peptiidilahuseid, mille 16ppkontsentratsioon rakkusodtmes on kas 750 nM voi 3 uM.
Jooniselt 12 néeb, et mitte kummagi in vitro katsetes kasutatud peptiidi 10ppkontsentratsioon
ei oma rakkude elumusele kahjulikku moju. Samuti kinnitab seda joonis 13, kus on nididatud
rakkude elumus siRNA/RSP kompleksidega tootlusel. Katses kasutatud RSP-de
kontsentratsioon oli 750 nM, mida kasutati ka teiste in vitro katsete puhul. Seega vOib delda,
et MR30 komplekside kasutamine antud kontsentratsioonidel ei mdjuta rakkude elumust ning

teoreetiliselt on histidiinirikkad peptiidid ohutud ka kasutamiseks in vivo tingimustes.

Koikide teostatud eksperimentide baasil vOib jdreldada, et histidiinide arv
peptiidahelas mojutab RSP-de omadusi nagu keskkonna pH siilitamise vdoime, komplekside
stabiilsus ning rakkudesse sisenemise efektiivsus ja soovitud bioloogilise efekti saavutamise

vOime.

Antud bakalaureusetod tulemused kinnitasid, et histidiinide lisamine peptiidahelasse

muudab RSP-d pH-tundlikuks, mida on ka varasemalt nididatud. See tdhendab, et happelise
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pH juures on histidiinid protoneeritud ning peptiid omab suuremat iildlaengut, samuti
kaitsevad end lagundamise eest ning hoiavad keskkonna pH muutumatu seda puhverdades.
Niiteks suurendas histidiinide lisamine RSP-le PF3 selle pH-tundlikkust ning bioloogilise
efekti saavutamise efektiivsust (Regberg et al., 2015).

Kéesoleva bakalaureusetod tulemused nditavad, et histidiinide arvust peptiidahelas
soltub RSP voime siilitada keskkonna pH. Tiitrimisel pohinev katse tdestas, et mida rohkem
on peptiidahelas histidiine, seda kergem on RSP-1 siilitada keskkonna pH (vaata punkti
2.3.1). Seega suudavad RSP-d, mis sisaldavad rohkem histidiine, pidada kergemini vastu
happelises keskkonnas, sest histidiini kdrvalahela deprotoneerimine ja sellega seoses ka
peptiidi iildlaengu vihenemine votab kauem aega. Sellised RSP-d, mille iildlaeng on
happelises keskkonnas suurem suudavad endaga siduda suuremal hulgal negatiivselt laetud
siRNA molekule ning edukamalt interakteeruda rakumembraaniga. Tdendoliselt aitab pH-
tundlikus kaasa RSP-de vabanemisele endosoomidest, sest RSP-d suudavad nii kergemini
vastu panna endosoomide happelisele keskkonnale seda puhvedades ja seega kaitsta end

madala pH juures aktiveeruvate ensiilimide eest.

Kuna histidiin on hiidrofiilne aminohape suurendab nende lisamine peptiidahelasse
RSP hiidrofiilsust, vihendades RSP vdimet interakteeruda raku plasmamembraani
pealispinnaga, mis on samuti hiidrofiilne. Seega on RSP-de jdrjestuses olevaid hiidrofiilseid
aminohappejiike vaja tasakaalustada hiidrofoobse rasvhappejddgi lisamisega. Nii nagu
kiesolev bakalureusetod on ka varasemad t60d on tdestanud, et hiidrofoobse rasvhappejadagi

lisamine tdstab RSP bioloogilise efekti saavutamise efektiivsust. (Mie et al., 2009).

Toos teostatud katsetulemused niitavad, et histidiinide lisamine RSP-le NF55
parandab selle bioloogilise efekti saavutamise edukust, mis tdestati sSiIRNA/RSP komplekside
transfektsiooniga kahte erinevasse rakuliini (vaata punkti 2.3.3). Transfektsiooni efektiivsus
soltub sellest, kui tugeva kompleksi moodustab RSP siRNA-ga ning seda mdjutab histidiinide
arv peptiidahelas (vaata punkti 2.3.2) - rohkema arvu histdidiinidega RSP-d moodustasid
tugevamaid komplekse. Keskmise tugevusega kompleksi, mis poleks ei liiga tugev ega liiga
ndrk moodustas RSP, mille ahelas on 6 histidiini. 4 histidiiniga RSP puhul vabanes siRNA
kompleksist kergemini ning 8 histidiini puhul raskemalt. Seega voib arvata, et 8 histidiiniga
RSP hoiab siRNA-t kompleksis liialt tugevalt ning seetottu on soovitud bioloogilise efekti
saavutamine raskem, sest ei vabane piisaval hulgal siRNA-t. Seda tdestavad ka in vitro
katsed, kus edukamad olid norga ja keskmise tugevusega kompleksi moodustanud RSP-d H4-
C18 ja H6-C20, milles on vastavalt 4 ja 6 histidiini.
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Varasemalt on ndidatud, et RSP-d on mittetoksilised transportvektorid, mis ei mdjuta
rakkude elumust (Arukuusk et al., 2013). Antud t66s ldbi viidud rakkude elumuse méddramise
katse kditas, et histidiinirikkad RSP-d seotuna siRNA-ga kompleksis ei mdju rakkudele
toksiliselt ega alanda nende elumust. Kdige toksilisemaks osutus t60s kasutatud peptiididest 4
histidiiniga peptiid, mis niitas transfektsioonikatsetes sama head efektiivsust kui 6 histidiiniga
peptiid. 6 histidiiniga RSP H6-C20 aga toksilist efekti ei tdheldatud, mis teeb sellest edukama

ja ohutuma transportvektori, mis sobiks ka kasutamiseks in vivo.

Vattes arvesse saadud tulemusi voib oelda, et piistitatud hiipotees kehtib - histidiinide
arv peptiidahelas mojutab RSP-de omadusi nagu keskkonna pH sidilitamise vdime,
komplekside stabiilsus ning rakkudesse sisenemise efektiivsus. Kdige sobilikum siRNA
transporteriks on 6 histidiini sisaldav RSP H6-C20, mis moodustab keskmise tugevusega
komplekse, mis sobivad in vitro kasutamiseks. Need kompleksid ei vihenda rakkude elumust
ning seega on ohutud kasutada ka in vivo tingimustes. Antud t60 tdestab, et H6-C20
vahendatud siRNA transport rakkudesse vOiks tulevikus potentsiaalselt rakendada ka

erinevate geneetiliste haigusseisundite leevendamiseks.
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Kokkuvote

Geeniteraapia itheks suurimaks viljakutseks on leida efektiivne ning ohutu
transportvektor nukleiinhappemolekulide ja muude terapeutiliste {iihendite viimiseks
rakkudesse. Uheks edukaks kandidaadiks vdivad olla RSP-d, mis suudavad rakku transportida

nende kiilge seotud lastmolekule terapeutilise efekti saavutamise eesmaérgil.

Antud t66 eesmirgiks oli vilja selgitada RSP NF55 histidiinidega pH-tundlike
analoogide H4-C18, H6-C20, H6'-C18 ja H8-C20 hulgast parim, mida kasutada siRNA

transportimiseks geenivaigistamise eesmirgiga.

Katsetulemustest jireldus, et histidiinide lisamine peptiidahelasse parandab RSP-de
omadusi nagu keskkonna pH-sdilitamise vOime, kompleksi stabiilsus ja rakku sisenemise
efektiivsus. Mida rohkem oli lisatud histiidine peptiidahelasse, seda paremini sdilitas RSP
keskkonna pH-d ldbi puhverdamise. Sama kehtis ka komplekside stabiilsuse kohta - mida
rohkem oli ahelas histiidne, seda tugevamalt moodustus kompleks siRNA ja RSP vahel. See
omadus aga ei pruugi olla alati vajalik ja soovitav rakukatsetes, kus liiga tugevasti seotud

siRNA ei suuda vabaneda kompleksist ning seega ei avaldu ka soovitud bioloogiline efekt.

Antud bakalaureusetods on vilja selgitatud, et kasutatud histidiinirikastest RSP-dest
on efektitvseim H6-C20, mis moodustab siRNA-ga hepariini soolade ja proteinaas K
juuresolekul keskmise tugevusega kompleksi, mis pole ei liiga tugev ega liiga ndrk.
siRNA/H6-C20 kompleks saavutab soovitud bioloogilise efekti transfektsioonil U87-luc2 voi
CHO-GFP rakkudesse, reguleerides maha sihtmirkgeeni. Samuti ei oma H6-C20 rakkude
negatiivset efekti ei puhtal kujul peptiidilahusena ega ka seotuna kompleksis. Nende
tulemuste pohjal voib viita, et H6-C20 vahendatud siRNA transporti voiks edaspidi kasutada
ka in vivo tingimustes ning tulevikus ka potentsiaalselt geneetiliste vigade poolt pohjustatud

haigusseisundite leevendamiseks.
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Histidine-rich cell-penetrating peptides for siRNA delivery

Kaisa Pohako
Summary

One of the biggest challenge in gene therapy is to find an effective and safe transporter
for delivery of nucleic acids and other therapeutic compounds into the cells. One successful
candidate may be CPPs that are capable to penetrate into cells and transport cargo molecules

attached in order to achieve desired therapeutic effect.

The aim of this thesis was to find out which CPP NF55 analouge with histidine
residues - H4-C18, H6-C20, H6'-C18 and H8-C20 - is the best candidate for siRNA delivery

into the cells in order to perform gene silencing.

The experiment results showed that adding histidines into peptide chain improves
properties such as the ability of maintaining the environmental pH, the stability of the
complex and the cellular uptake efficiency. Same rule applied on siRNA/CPP complexes
stability - the more histidines were in peptide chaine the stronger was formed complex
between siRNA and CPP. This feature, however, may not always be necessary and desirable
for in vitro or in vivo experiments, where too tightly formed complex is unable to release the

siRNA, and thus does not induce the desired biological effect

In this thesis has been concluded that most effective candidate for siRNA delivery was
CPP H6-C20, which forms optimal complex in the presence of heparin salts and enzyme
proteinase K. siRNA/H6-C20 complex will achieve the desired biological effect -
downregulation of the target gene - in cell-lines U87-luc2 and CHO-GFP. It also does not
have any negative effect on the cell survival. Based on these results it can be stated that the
H6-C20-mediated siRNA delivey into the cells could be used in in vivo experiments in future

and potentially could also be used to alleviate genetic defects.
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Lisad

Lisa 1. CHO-GFP-negatiivsete rakkude populatsioon vorrelduna CHO-GFP-positiivsete
rakkude  populatsiooniga.  Modddetud  ldbivoolutsiitomeetriaga  pdrast 24  tundi

transfekteerimist. siGFP 1dppkontsentratsioon oli 25 nM.
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Lisa 2. Transfektisooni efektiivsuse ja bioloogilise efekti middramine CHO-GFP rakkudes
siGFP/RSP kompleksidega pérast 48 tundi transfekteerimist. siGFP 16ppkontsentratsioon oli
100 nM.
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