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Sissejuhatus

Paljud bioloogilistelt aktiivsed tihendid, nditeks peptiidid, valgud ning nukleiinhapped
on vodimelised ravima erinevaid haigusseisundeid geneetilisel tasemel. Terapeutilise efekti
avaldamiseks tuleb neil jouda raku tsiitoplasmasse, tuuma voi monda konkreetsesse organelli.
Kahjuks pole need makromolekulid voimelised suure molekulmassi ning hiidrofoobse
loomuse tottu ldbima raku plasmamembraani. Seetdttu on hakatud tdhelepanu pddrama
viiruslike ja mitteviiruslike transportmehhanismide véljatootamisele.

Uheks perspektiivikamaks strateegiaks on rakku sisenevad peptiidid (RSP-d), mida on
rakendatud edukalt mitmesuguste biomolekulide, niiteks plasmiidse DNA (pDNA),
oligonukleotiidide, kaheahelaliste lihikeste geene vaigistavate RNA-de (SIRNA), valkude ja
peptiidide transportimisel rakku nii in vitro kui in vivo. (Morris et al., 2008) Esimest rakku
sisenevat peptiidi kirjeldati 1994. aastal ning tdnaseks on identifitseeritud erinevaid
looduslikke, siinteetilisi ning kiméirseid jarjestusi, mis on vOimelised tungima rakku ning
viima sinna mitmesuguseid tihendeid. (Lindgren ja Langel, 2011)

RSP-de kasutamist limiteerivaks etapiks on peptiidi ja lastmolekuli kinnijidmine
endosoomidesse ja teatav tsiitotoksiline efekt rakkudele (El-Andaloussi et al., 2007). Seetottu
on hakatud modifitseerima juba olemasolevaid RSP-sid. Saadud on veelgi efektiivsemad
transportvektoreid, mis on rakkudele ohutud ning tagavad peptiidide korge transfektsioonilise
aktiivsuse. Uhe enim uuritud RSP-le, kimiirsele Transportan 10-nele lisati setearoiiiilrithm
ning saadi PepFect3, mis oli vOimeline moodustama lastmolekuliga stabiilsemaid
nanokomplekse ning vabanema endosoomidest. (Lehto et al., 2011) Selle peptiidi pdhjal on
disainitud efektiivsemad, NickFect (NF) perekonda kuuluvad RSP-d. NF 1 ja NF 2 on edukalt
viinud rakku oligonukleotiide (Oskolkov et al., 2011) ning NF 51 on veelgi efektiivsem
transfektsiooniagent pDNA transportimisel. NF 51 kipub moodustama lastmolekulidega liiga
stabiilseid nanokomplekse, mis ei luba transporditaval {ihendil rakus piisava efektiivsusega
vabaneda. (Arukuusk et al., 2013)

Antud t66 eesmirgiks on siinteesida tahke faasi peptiidisiinteesi (SPPS) meetodil uued
NF 51 analoogid N 55 ja NF 56, et uurida nende efektiivsust pDNA transportimisel rakku.
Disainitud peptiidid erinevad teineteisest summaarse positiivse laengu poolest ning jirjestuste
modifikatsioonide tegemisel on aluseks vdetud a-heeliksi struktuur, mida RSP-d
plasmamembraaniga interakteerudes moodustavad (Ziegler, 2008). Eesmérgiks on uurida,
kuidas modjutab positiivsete laengute arv ja paiknemine peptiidijarjestuses RSP
transfektsiooniefektiivsust ning nanokomplekside moodustamise voimet. Antud uurimust6o
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1. Kirjanduse illevaade

1.1. Ravimite transport rakku

Inimeste ravis on iiheks keskseks probleemiks Gige koguse bioloogiliselt aktiivse
tthendi transportimine spetsiifilistesse kudedesse voi rakkudesse. Tadnapédeval leiavad oma
rakumembraani ldbivate omaduste tottu laialdaselt kasutamist viikestel molekulidel
pohinevad ravimid, millel on aga teatud puudujddke. (Brasseur ja Divita, 2010) Esiteks, ei
oma sellised ravimid rakuspetsiifilisust. Toimeaine ei joua sihtkohta piisava efektiivsusega
ning hajub kehas ebaiihtlaselt ja juhuslikult, mistdttu tuleb ravimit manustada korgel
kontsentratsioonil. Teiseks vaib suur doos olla patsiendile toksiline ning tekitada soovimatuid
korvalndhtusid. Osa organismi joudnud ravimist voib ladestuda varukudedes ning pohjustada
pikaajalisi komplikatsioone. (Hu, 2005)

Need puudused on pannud aluse suurematel molekulidel, nditeks valkudel, peptiididel
ja nukleiinhapetel (DNA, RNA) pohinevate terapeutikumide loomisele, mis voimaldavad
ravida erinevaid haiguseid geneetilisel tasandil. (Heitz et al., 2009) Peptiididel pdhinevate
ravimite osakaal on viimastel aastatel kasvanud. 2001. aastal kiiiindisid nelja peptiidiravimi
globaalsed kogumiitigisummad {iile 1 miljardi USA dollari (Milletti, 2012). Aasta hiljem said
USAs turuloa kuus peptiididel pdhinevat ravimit ja kaksteist jargmist on joudnud hetkel
viimase faasi Kliinilistesse uuringutesse. Seda on rohkem kui eelnevatel aastatel. (Kaspar ja
Reichert, 2013)

Kahjuks on aga enamike suurte molekulide praktiline rakendamine inimeste ravis
raskendatud just nende tihendite fiiiisikalis-keemiliste omaduste tottu. Selleks, et need saaksid
avaldada organismis soovitud pikaajalist terapeutilist efekti, tuleb toimeainel {iletada mitmeid
bioloogilisi barjadre. Esiteks, peavad toimeained joudma rakkude tsiitoplasmasse, tuuma voi
kindlasse organelli. Plasmamembraani lipiidne kaksikkiht takistab aga suurte ja laenguga
molekulide sisenemist rakku. Lisaks tuleb toimeainetel mitmeid membraane labides sdilitada
oma bioloogiline aktiivsus. Teiseks, isegi kui need molekulid suudavad ldbida
rakumembraani, jddvad nad suure tdendosusega kinni endosoomidesse, kus nad liisosiitimide
toimel lagundatakse ning transporditakse rakust vilja. (Gupta et al., 2005) Valkude,
peptiidide ja nukleiinhapete ravipotentsiaali realiseerimiseks on hakatud téhelepanu pédrama
erinevate mitteviiruslikel ja viirusvektoritel pohinevate transportmeetodite viljatootamisele.
Hoolimata sellest, et mdlemas valdkonnas on arvukaid edulugusid, leidub siiski kasutamist

piiravaid puuduseid, mida pole veel piisavalt hasti suudetud tiletada.



Viirusvektorid. Nukleiinhapetel pdhinevate ravimeetodite puhul kasutatakse
traditsiooniliselt viirustel pdhinevaid strateegiaid. (Zorko ja Langel, 2005) Viirusvektorid
vahendavad geenide iilekannet korge efektiivsusega ning tagavad pikaajalise
geeniekspressiooni. (Gao et al., 2007) Siiski on viirusvektoritel mitmeid puudujdike. Esiteks
on neid raske toota ja teiseks pole neid voimalik korduvalt manustada, sest nad vdivad
pohjustada dgedat poletikku ning tugevaid immuunreaktsioone. Lisaks on problemaatiliseks
osutunud insertsiooniline mutagenees sihtmérk organismis. (Al-Dosari ja Gao, 2009)
Viirvektorite kdrvalndhud voivad osutuda organismile fataalseks (Hollon, 2000) ja seetSttu on
hakatud otsima alternatiivseid lahendusi mitteviiruslike meetodite seast.

Mitteviiruslikud strateegiad. Alternatiivsed ja ohutumad siisteemid kasutavad
stinteetilisi ning looduslikke iihendeid makromolekulide transportimiseks rakku. Mitte
viiruslikud transportvektorid on {ildjoontes vidhem toksilised ning ei pdhjusta &dgedat
immuunvastust. Neid on lihtsam toota ning ravimit on voimalik korduvalt manustada. (Al-
Dosari ja Gao, 2009) Siiski on neil meetoditel omad puudused, niiteks fiitisilised meetodid
nagu elektroporatsioon, mikrosiist ja geenipiiss on oma olemuselt invasiivse loomuga ning
voivad kahjustada rakumembraane poordumatult (Gupta et al., 2005). Lisaks seab nende
meetodite kasutamiseks teatud piiranguid kdrge hind ja spetsiaalse aparatuuri olemasolu
vajadus (Mehier-Humbert ja Guy, 2005). Keemilised meetodid nagu katioonsed lipiidid ja
peptiidid ning poliimeerid t6dtavad hésti kiill in vitro kuid ei sobi kasutamiseks in vivo, sest
omavad madalat transfektsioonilist efektiivsust ja voivad kutsuda esile teatava
immuunvastuse. (Glover et al., 2005)

Mitteviirustel pohinevate meetodite suurimad takistused on puudulik raku- ja
koespetsiifilisus ning iihendite transport vdikesesse hulka rakkudesse. (Zorko ja Langel, 2005)
Keemilistel iihenditel pohinevad mehhanismid on aga tdnini kasutuses olevatest meetoditest
tthed ohutumad, sest nad ei pdhjusta sihtmérkorganismi DNA-s soovimatuid mutatsioone. Siia
alla kuuluvad iihtlasi rakku sisenevatel peptiididel (RSP) pohinevad strateegiad, mis on
osutunud potentsiaalseks mehhanismiks iiletama tdnapdeva ravimitoOstuse Kkitsaskohti.
Efektiivne ravim peab olema vdimeline toimima mitmesugustes rakuliinides, vabanema
endosoomidest ning joudma sihtmédrk organellini. Lisaks peab ravimitel olema madal
toksilisus ja bioloogiline aktiivsus madalate dooside juures. (Heitz et al., 2009) Neid omadusi
ei leia aga tihtipeale bioloogiliselt aktiivses ithendis per se (Hu, 2005) ja seetSttu on vaja
kasutada transportvektorite abi. RSP-d vastavad koikidele Heitzi poolt kirjeldatud
kriteeriumitele. RSP-de puhul on demonstreeritud korget transfektsioonilist aktiivsust in vitro,
rakendamisvoimalusi erinevate rakkuliinide puhul, madalat toksilisust ning nende

kasutamiseks pole vaja keerulist tehnoloogiat (Vasconcelos et al., 2013).



1.2. Rakku sisenevad peptiidid

Valkude transduktsiooni rakkudesse kirjeldati esmakordselt 1988. aastal paralleelselt
kahe erineva uurimisgrupi poolt (Frankel ja Pabo, 1988; Green ja Loewenstein, 1988), kes
demonstreerisid, et HIV-i transkriptsiooni transaktiveeriv valk TAT on vdimeline ldbima
rakumembraane ning sisenema rakkudesse in vitro. 1991. aastal joudis Prochiantzi grupp
sarnasele jareldusele, kui nad avastasid nirvirakkudesse siseneva 60 aminohappe pikkuse
aadikakarbse (Drosophila melanogaster) antennapedia homeodomaéni (Joliot et al., 1991).
Sellest homeodoméénist eraldati kolm aastat hiljem esimene RSP, milleks oli 16-st
aminohappest koosnev pAntennapedia ning mida tuntakse tdnapdeval paremini Penetratiini
(RQIKIYFQNRRMKWKK) nime all (Derossi et al., 1994). Samal aastal demonstreeriti, et
TAT-iga on voimalik keemiliselt siduda erinevaid makromolekule, misjérel suudab TAT neid
transportida kdikidesse imetaja koetiiiipidesse ja organitesse (Fawell et al., 1994). Oige pea
identifitseeriti TAT-i minimaalne jirjestus (*"YGRKKRRQRRR®'), mis on vajalik valgul
rakku sisenemiseks (Vives et al., 1997). See avastus tegi voimalikuks RSP-de disainimise
ning juba samal aastal loodi esimene RSP nukleiinhapete transportimiseks (Morris et al.,
1997). Aasta hiljem loodi Langeli grupi poolt kiméadrne peptiid Transportan (Pooga et al.,
1998a).

Uldiselt loetakse RSP-deks lithikesi peptiide, mis koosnevad 5. kuni 40. aminohappest,
mis on voimelised tungima rakku mitmete erinevate mehhanismide, k.a. endotsiitoosi abil.
Lisaks suudavad RSP-d transportida rakku nendega kovalentselt voi mittekovalentselt seotud
bioaktiivseid iihendeid. (Langel, 2011) Suurem osa tdnaseni uuritud RSP-dest koosnevad
fiisioloogilise pH juures 17% kui 100% ulatuses positiivselt lactud aminohapetest. On teada,
et negatiivse korvalahelaga aminohapped RSP-de kooseisus ei takista peptiidi rakku
tungimist. (Zorko ja Langel, 2005)

RSP-sid hakati nidgema potentsiaalsete ravimikandjatena siis, Kui teadusmaailma
joudsid esimesed edusammud RSP-de rakendamisest in vivo. Dowdy uurimisgrupp
demonstreeris 1999. aastal viikeste peptiidide ja suurte valkude transporti ldbi vere- aju
barjadri (blood- brain barrier, BBB) pérast hiire kohukelmesisest siisti (Schwarze et al.,
1999). Uute RSP-de avastamine, olemasolevate modifitseerimine ja siinteetiliste disainimine
viis mitmete jargmiste RSP-de, nagu herpese viiruse struktuurse valgu VP22 (Elliott ja
O'Hare, 1997), Transportani (Pooga et al., 1998a), mudel amfipaatse peptiidi (MAP) (Oehlke
et al., 1998), signaaljarjestustel pdhinevate peptiidide (Lindgren et al., 2000), oligoarginiini
(Wender et al., 2000) ja siinteetilise arginiiniga rikastatud peptiidide (Futaki et al., 2001)
kirjeldamiseni. Viimase 20. aasta jooksul on kirjeldatud enam kui 100 peptiidijérjestust

(pikkusevahemikus 5 kuni 40 aminohapet), mis on vdimelised 1&bima plasmamembraani ning
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transportima erinevaid ithendeid rakku (Koren ja Torchilin, 2012). Tanaseni on enim uuritud
RSP-d TAT, Transpotan ja Penetratiin (Jarver ja Langel, 2004).

RSP-sid saab klassifitseerida mitmete tunnuste alusel ning kokkuleppelist iihtset
siisteemi ei leidu. Uks lihtsamaid vdimalusi on liigitada RSP-sid nende péritolu jirgi:
looduslikest valkudest saadud (Penetratiin, TAT), kiméérsed (Transportan) ja siinteetilised
(MAP) RSP-d. Kiméarsed peptiidid koosnevad nii looduses esinevatest kui ka siinteetilistest
jarjestustest samas, kui siinteetilised RSP-d on téielikult tehislikult disainitud. (Lindgren ja
Langel, 2011)

Lisaks voib RSP-sid klassifitseerida fiitisikalis-keemiliste omaduste pdhjal, vottes
seejuures arvesse peptiiddi aminohappelist jirjestust ja plasmamembraaniga seostumise
omadusi. Selle alusel jaotuvad RSP-d kolme klassi: primaarsed amfipaatsed, sekundaarsed
amfipaatsed ja mitteamfipaatsed (Joonis 1). Primaarsed amfipaatsed RSP-d (nt. Transportan)
on enam kui 20 aminohappe pikkused peptiidid. Nende primaarstruktuur koosneb jadamisi
paiknevatest hiidrofoobsetest ja —fiilsetest jérjestustest. Sellised RSP kasutavad
plasmamembraani sisenemiseks otsest transduktsiooni ja ulatuvad seeldbi siigavamale
membraani hiidrofoobsesse ossa kui teised RSP-d. Primaarsed amfipaatsed seonduvad tugeva
afiinsusega plasmamembraanis asetsevate neutraalsete kui ka anioonsete lipiididega ning

seetOttu arvatakse, et seondumine toimub hiidrofoobsete interaktsioonide kaudu.

Primaarne amfipaatne Sekundaarge amfipaatne Mitteamfipaatne
e ae
=S80 g5

o DT

Hiidrofoobsed interaktsioonid RSP struktuuri muutused Elektrostaatiline interaktsioon
lipiididega ja sisenemine (nt. a- heeliksi tekkimine) plasmamembraani pinnaga
plasmamembraani ja sisenemine membraani

Joonis 1: Primaarsete, sekundaarsete ja mitte amfipaatsete RSP-de ning rakumembraani fosfolipiidse
kaksikkihi vahelised interaktsioonid. O — positiivselt laetud aminohape. (Ziegler, 2008)

Sekundaarsete amfipaatsete RSP-de (nt. Penetratiin) eripdraks on minna
membraanilipiididega interakteerudes iile sekundaarstruktuurilistesse (o-heeliks voi B-leht)
konformatsioonidesse. Need peptiidid koosnevad vaheldumisi hiidrofoobsetest ja
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katioonsetest aminohapetest ning on afiinsemad anioonsete lipiidide suhtes. Mitteamfipaatsed
(TAT) on koige lithemad RSP-d ning sisaldavad suurel hulgal katioonseid aminohappeid (nt.
arginiin) ning seetdttu seostuvad tugevalt membraani anioonsete lipiididega. (Ziegler, 2008)
Kolmas vdimalus on klassifitseerida RSP-d summaarse laengu alusel katioonseteks,
amfipaatseteks ja hiidrofoobseteks peptiidideks (Milletti, 2012). Moned autorid on
klassifitseerinud RSP-d transporditava iihendiga loodud sideme iseloomu alusel kas
kovalentselt voi mittekovalentselt seondatavateks peptiidideks (Vasconcelos et al., 2013).
Alternatiivselt voib RSP-sid jaotada arginiinirikasteks ja amfipaatseteks peptiidideks (Shin et
al., 2014) voi hoopis lahterdada struktuursete tunnuste alusel (Langel, 2011). Hetkel ei leidu
iihtset klassifitseerimise siisteemi ning iga autor kasutab seda, mida enda kontekstis

sobivaimaks peab.

1.2.1. Transportanist NickFectideni

Kimédrne 27. aminohappest koosnev Transportan tootati vdlja 1998. aastal Langeli
grupi poolt, kui neuropeptiid galaniini aminoterminusest saadud 12-nele funktsionaalsele
aminohappele liideti liisiini abil vapsiku toksiinse valgu mastoprani karboksiitilterminuse 14
aminohapet (Pooga et al., 1998a). Leiti, et Transportan siseneb paljudesse imetaja
rakuliinidesse efektiivselt ning 15 minutit pérast rakkude transdukteerimist oli vdimalik
fikseerida peptiidi korge kontsentratsioon tuumamembraanil. Transportaniga on transporditud
keskmise suurusega hiidrofiilseid molekule (néiteks peptiide, oligonukleotiide). (Pooga et al.,
1998b) Transportani N-terminuse esimese 6 aminohappe eemaldamise teel on saadud
Transportan 10 (TP 10). Erinevalt Transportanist, ei mdjuta TP 10 GTPaaside aktiivsust isegi
korgetel kontsentratsioonidel ning ta ei ole ligandiks galaniini retseptoritele. (Soomets et al.,
2000)

TP 10 baasil on disainitud nn. teise pdlvkonna RSP-d eesmirgiga parendada
nukleiinhapete internalisatsiooni rakku ning nende vabanemist endosoomidest.
Stearotiiilrithma lisamine TP 10 N-terminaalsesse otsa muutis TP 10 veelgi efektiivsemaks
transportvektoriks. (Mée et al., 2009b) Stearoiiiil-TP 10-ga, mis kannab nime PepFect 3 (PF3)
(Andaloussi et al., 2011a) on transporditud erineva suurusega plasmiide tervesse raku
populatsiooni in vitro ning see RSP on oma loomult madala toksilisusega. Arvatakse, et PF 3
on efektiivne just seetdttu, et ta moodustab plasmiidiga stabiilseid nanokomplekse. Hoolimata
sellest, et PF3 suudab endosoomidest vabaneda, ei tee ta seda piisava efektiivsusega. (Lehto et
al., 2011) Seetdttu scostati PF  3-ga  kovalentselt trifluorometiiiilkinooliini

(trifluoromethylquinoline) derivaat ja saadi PepFect 6 (PF 6), mis on vOimeline ténu
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endosoomide hapustumisele ja osmootsele paisumisele lastmolekule vabastama. (Andaloussi
et al., 2011b)

Vottes aluseks PF 3, on to6tatud vdlja nn. kolmanda pdlvkonna peptiidid NickFectid
(NF-id). PF 3 kaheksandas positsioonis olev isoleutsiin (Ile8) asendati hiidrofoobsema
treoniiniga (Thr) ning jarjestusse lisati fosfaatriihm kolmandasse (Tyr3) vdi kaheksandasse
(Thr8) positsiooni. Vastavalt saadud NickFect 1 (NF 1) ja NickFect 2 (NF 2) olid
hiidrofiilsemad, vdiksema laenguga ja pH sdltuvad. Vorreldes PF 3-ga, avaldasid molemad
peptiidid oligonukleotiidide transpordil rakku suuremat efekti splaissingu korrektsiooni puhul.
(Oskolkov et al., 2011)

PF 3-e edasisel modifitseerimisel on loodud NF-ide perekonda kuuluv NF 51.
Stearoiitil-TP 10 seitsmendas positsioonis asetsev lisiin, mis tihendab galaniini jddki
mastoprani jadgiga, asendati ornitiiniga, kusjuures kuuendas positsioonis olev gliitsiin liideti
ornitiini (Orn) korvalahela aminoriihmaga (y-NHy). Vastavad modifikatsioonid tehti selleks,
et parendada PF 3-e transfektsiooniomadusi ning nanokompleksi stabiilsust. NF 51 transportis
plasmiidse DNA (pDNA), oligonukleotiidid ja siRNA peaaegu tervesse rakupopulatsiooni
korge efektiivsusega. Rakupopulatsiooniiilene geenide vaigistamine saavutati 48h tunni
moéddudes pirast rakkude transfekteerimist. NF 51 puhul ei tdheldatud korgendatud
toksilisust. Katsed NF 51-ga lubavad arvata, et peptiidi saab kasutada erinevatel otstarvetel sh.
geeniteraapias ja rekombinantsete valkude tootmises. (Arukuusk et al., 2013) Moned niited

RSP-de peptiidijérjestustest on toodud Tabelis 1.

Tabel 1. Nditeid erinevatest RSP-de jarjestustest

Peptiid Jirjestus Viide
Penetratiin RQIKIYFQNRRMKWKK- NH, (Derossi et al., 1994)
Transportan GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL- NH, | (Pooga et al., 1998a)
Transportan 10 | AGY LLGKINLKALAALAKKIL- NH; (Soomets et al., 2000)

NickFect 1 AGY(PO3)LLGKTNLKALAALAKKIL- NH,
NickFect 2 AGYLLGKT(PO3)NLKALAALAKKIL- NH,
NickFect 51 AGYLLGOINLKALAALAKKIL- NH, (Arukuusk et al., 2013)

(Oskolkov et al., 2011)

1.2.2. RSP-de modifitseerimine

Hoolimata sellest, et RSP-sid on laialdaselt uuritud, on Kiiniliste katsete faasi joudnud
moned iiksikud (Heitz et al, 2009). RSP-d on kiill potentsiaalsed kandidaadid
makromolekulide transportimiseks rakku, kuid veenvaid uuringuid modistmaks nende
sisenemismehhanisme pole 1dbi viidud. (Jones, 2008). Kuigi RSP-de sisenemismehhanism on

tdnaseni vaidluse all, on enamik teadlasi joudnud jéreldustele, et RSP-d, mis on seotud
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lastmolekulidega, sisenevad rakku endotsiitoosi vahendusel. Seetottu piirab RSP-de edukat
kasutamist peptiidi ja toimeaine kompleksi kinnijddmine endosoomaalsetesse vesiikulitesse.
(Lee et al., 2013) RSP-de kinnijadmine endsoomidesse suurendab tdendosust, et peptiid
lagundatakse liisostitimide poolt ning aktiivne iithend ei joua soovitud sihtméargini (Lundin et
al., 2008). Selleks, et RSP-sid saaks inimeste ravis efektiivsemalt kasutada, peavad peptiidid
endosoomidest vabanema ning transportima toimeaine edukalt tsiitosooli, raku tuumani voi
organellini, kus bioaktiivne lastmolekul saaks avaldada soovitud toimet. Selle probleemi
tiletamiseks on tdnaseks loodud mitmeid erinevaid RSP-de modifitseerimise strateegiaid.

Uheks neist on RSP-de sidumine viiruste valkudest eraldatud peptiidijirjestusega, mis
aitavad looduses patogeenil endosoomidest vabaneda ja organismi nakatada (Bolhassani,
2011). Naiteks on influenza viiruse haemagglytinini valgust eraldatud peptiid HA2 RSP-dega
konjugeeritult demonstreerinud in vitro tingimustes fusiogeenset aktiivsust ja aidanud
kompleksil endosoomist vabaneda (Wadia et al., 2004).

Lisaks on osutunud edukaks RSP-de hiidrofoobsed modifikatsioonid ja peptiididele
rasvhappe jadkide lisamine (Mée et al., 2009a). In vitro tingimustes on iiheks praktilisemaks
tehnikaks osutunud stearoiiiilrithma lisamine RSP-le. Naiteks PF 3-e puhul on
demonstreerinud peptiid-toimeaine nanokompleksi korgemat transfektsioonilist aktiivsust
tanu paremale endosoomidest vabanemisele. (Lehto et al., 2011)

Kolmas voimalus on RSP-d rikastada histidiiniga. Imidasool tsiikkel histidiinis
protoneerub happelises keskkonnas positiivse laenguni. See omadus pohjustab happelise
keskkonnaga endosoomis osmootset paisumist, mis 16peb endosoomi purunemisega ning
toimeaine vabanemisega tsiitosooli. (Lo ja Wang, 2008)

Veel iiheks viljakutseks on saavutada RSP-dega raku- ning organelli spetsiifilisus.
Eriti oluline on rakuspetsiifilisus véhiravis, milleks RSP-sid voiks potentsiaalselt rakendada.
RSP-d voimaldaksid luua universaalse ravimikandja, mis oleks vdimeline spetsiifiliselt
litkkuma mitmetesse erinevatesse kasvajatiilipidesse heterogeensetes
patsiendipopulatsioonides. Kahjuks sisenevad tdnaseni teadaolevalt peptiidid rakkudesse
mittespetsiifiliselt. (MacEwan ja Chilkoti, 2013) Selle probleemi iiletamiseks on
identifitseeritud nditeks ainult glioomile spetsiifilisi peptiidjarjestusi (tumor-homing), mis on
voimelised koos RSP ja toimeainega konjugeeritult suunama peptiidi spetsiifiliselt glioomi
rakkudesse (Eriste et al., 2013). Edukaks on osutunud RSP-de muutmine rinnavéhi
spetsiifiliseks, kasutades selleks tsiiklilist peptiidi PEGA (Myrberg et al., 2007).

Terapeutilises praktikas on oluline ravimite organelli spetsiifilisus. Kuigi enamik RSP-
sid on voimelised tungima rakutuuma voi tsiitoplasmasse, pole pooratud piisavalt tdhelepanu

RSP-de voimele tungida spetsiifilistesse organellidesse. RSP-del oleks aga veelgi suurem
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bioloogiline ja meditsiiniline rakendusvoimalus, kui nad suudaksid lokaliseeruda vastavatesse
organellidesse. (Fonseca et al., 2009) Selline RSP-de omadus aitaks ravida organelli pShiseid
haiguseid molekulaarsel tasandil. Niiteks on Kelley grupp loonud katioonsed lipofiilsed RSP-
d, mis on vdimelised lokaliseeruma spetsiifiliselt mitokondrisse (Horton et al., 2008). See
aitaks potentsiaalselt tdrjuda haiguseid, mille ravi eelduseks on juurdepdds mitokondrisse.
Raku- ja koespetsiifilisus lubaks ravimeid manustada voimalikult madalatel efektiivsetel

kontsentratsioonidel ning vihendada patsientidel soovimatute korvalndhtude esinemist.

1.3. RSP-de rakendamise voimalused inimeste ravis

RSP-d on mitmekiilgsed transportvektorid, millega on vdimalik viia erinevaid
tihendeid rakkudesse. See muudab RSP-d perspektiivikaks mitmesuguste haiguste ravis ning
voimalused voivad olla piiramatud. Ainuiiksi 2012 aastal keskendusid RSP-de uuringud
nende rakendamisele antimikroobses ravist kuni antineoplastilise teraapiani. (\Vasconcelos et
al., 2013) RSP-de ja toimeaine konjugaatide prekliinilised ning Kkliinilised katsed on osutunud
paljulubavaks vihi, kardiovaskulaarsete haiguste ravis, insuldi ennetamises ja valu
leevendamises. (Johnson et al., 2011) RSP-d on olnud edukad nii kemoteraapias
rakendatavate ravimite kui pro-apoptootiliste valkude transportimisel rakku. Apoptoosi
inhibeerimine RSP-de abil voib olla efektiivne neurodegeneratiivsete haiguste, vihi ja
isheemiatdve ravis. Uhtlasi vdivad RSP-d osutuda kasulikuks allergiate ning astma ravis ja
bakteriaalse sepsise lletamises. Peptiidide rakendamine antigeenide transpordis
intratsellulaarselt voimaldaks parendada vaktsiinide efektiivsust. Lisaks suudavad RSP-d
vahendada kontrastainete transporti 1labi BBB, sihtmérgiparast radioaktiivselt maérgistatud
antikehade transporti rakku ja viirusinfektsioonide visualiseerimist reaalajas. (Fonseca et al.,
2009)

Osad RSP-de uuringud on osutunud edukaks ravimite absorptsiooni efektiivsuse
tostmisel inimese seedekulglas. Niiteks, on RSP-ga seotud insuliin paremini organismi poolt
omastatav, kui insuliin iseseisvalt. RSP-ga mittekovalentselt seotud insuliin on vdimeline
sdilitama enda bioloogilist aktiivsust ning vihendama vere gliikoositaset. (Kamei et al., 2008)
RSP-sid on vdimalik rakendada bioaktiivsete iihendite transpordil 14bi seedekulgla nii, et
toimeaine sdilitaks bioloogilise aktiivsuse.

RSP-de mitmekiilgsust demonstreerib see, et peptiid vOib omada ise terapeutilist
efekti. Naiteks, tekitab Prioni tdve valesti kokku pakitud priioni valk (PrP*). Selle valgu
normaalsest isoformist (PrP®) eraldati 28 aminohappe pikkune 15ik, millel on RSP tunnused.

See peptiid sisaldas regiooni, mis on vdimeline takistama PrP® konversiooni PrP°C-ks.
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(Lofgren et al., 2008) Selle PrP® — RSP konjugaadi digesti kasutamine vdib osutuda

tulemlikuks Prioni tdve ravis.

1.3.1.  Uhendite transport RSP-dega

RSP-dega on rakkudesse transporditud mitmesuguseid erinevaid iihendeid: alates
véikestest terapeutikumidest ja siRNA-st 1opetades mitmesuguste makromolekulidega
(Vasconcelos et al., 2013) (Joonis 2). RSP-dega on edukat in vitro ja in vivo transporditud
valke, antikehasid, nukleiinhappeid, fluorokroome, nanopartikleid, lipiididel pohinevaid
tthendeid, kvanttippe, kontrastaineid magnetresonantsiks ning ravimeid. (Koren ja Torchilin,

2012)

Lastmolekul RSP
T 1T 1
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DNA Viikesemole- iihendid
siRNA Antikehad kulised ravimid Kvanttipid
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SKO S N_IRT kontrast-
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Joonis 2. Mdningad niited thenditest, mida on v&imalik RSP-dega rakkudesse transportida. (Stewart et al.,
2008)

Esiteks, saab RSP-dega transportida bioaktiivseid makromolekule. RSP-dega seotud
peptiide on edukalt viidud rakkudesse ja modjutatud seeldbi sealseid valk-valk voi valk-
oligonukleotiidi interaktsioone. Lisaks saab RSP-dega transportida valke, mis muidu
rakumembraani ei ldbi. Selle juures on oluline, et RSP ja valgu kompleks ei jadks kinni
endosoomidesse vOi vabaneks sealt enne, kui transporditav valk lagundatakse. Edukalt
transporditud valkude abil on vdimalik reguleerida rakus geeniekspressiooni. (Jarver ja
Langel, 2004) RSP-d on olnud efektiivsed alates 30 kDa kuni 150 kDA valkude
transportimisel (Stewart et al., 2008). Niiteks on edukalt transporditud TATi abil 120 kDa
suurust B-galaktosidaasi valku kdikidesse hiire kudedesse, kusjuures transporditav valk iiletas
BBB ja siilitas bioloogilise aktiivsuse. (Schwarze, 1999) Veel saab RSP-dega siduda

nukleiinhappeid.  Naiteks transportida  geeniekspressiooni  vaigistamiseks —antisens
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oligonukelotiide (ON) v6i muidu rakkude poolt raskesti vastuvOetavat siRNA-d. Koige
suurema ravipotentsiaaliga on RSP-de rakendamine geneetilise materjali transportimisel, mis
pakub alternatiivi viirusvektoritel pdhinevale geeniteraapiale. (Jarver ja Langel, 2004)

Teiseks, voib RSP-dega transportida erinevaid rakkude visualiseerimiseks
kastutatavaid iihendeid ja biosensoreid. Varasemalt on edukalt tdestatud kvanttéppide
transportimist TAT-iga 1dbi BBB-i ning monoklonaalsete antikehade transporti
radioimmunoteraapias kasutamiseks. RSP-sid saab {ihtlasi kasutada fluorestseeruvate
biosensorite transportimiseks rakku. Naiiteks, rakusisese tsingikoguse detekteerimiseks
moeldud fluorestseeruvat biosensorit on viidud edukalt rakku just RSP-de abil. (Fonseca et
al., 2009)

Transporditavaid {ihendeid on vdimalik RSP-dega siduda kas kovalentselt voi

mittekovalentselt ~ (Joonis  3).

Elektrostaatiline Kovalentne side Kovalentse sideme puhul on
interaktsioon . . .
r ) r » 1 tavaliselt  transporditav  iihend
- N seotud RSP-ga disulfiid vdi tio-
[0) . . .
Peptiidside ester sidemega, mis on stabiilsed
X kuid kergesti lagundatavad. Sellel
o0 : - ‘%9% g g9 g
SoCH @ - meetod vdib muuta transporditava
- Disulfiidside
| tthendi bioloogilist aktiivsust ning
@@ N . T
‘a‘,%o SN tthe RSP-ga on vdimalik siduda
Sulfaniiilside ainult iiks transporditava tihendi
-RSP QRO 57_ molekul. Lisaks nduab
@D HN . -
- Lastmolekal Malemiidside lastmolekuli kovalentne sidumine
RSP-dega tihtipeale keerukat ja
Joonis 3: Lastmolekuli saab RSP-ga siduda kovalentselt voi toomahukat stinteesiprotsessi.

elektrostaatiliselt. (Koren and Torchilin, 2012) Seetdttu  on  hakatud  kasutama

mittekovalentset strateegiat. (Heitz et al., 2009), sest see lihtsustab oluliselt konjugeerimise
protsessi. Uksnes RSP ja transporditava lastmolekuli omavahelisel segunemisel on vdimalik
moodustada nanokompleks elektrostaatiliste interaktsioonide vahendusel. Kaob vajadus
keeruliste siinteesiprotsesside jérele. Lisaks sdilib sellisel meetodil peptiidiga seotud iihendi
bioloogiline aktiivsus ja ithe RSP-ga on vdimalik siduda mitu lastmolekuli. (Koren ja
Torchilin, 2012) Uhtlasi on RSP-d ndidanud korget transfektsioonilist aktiivsust ka kdige
keerulisemate makromolekulide puhul, mis on peptiidiga seotud iiksnes mittekovalentselt.
(Fonseca et al., 2009)
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Lastmolekulide sidumisel RSP-dega on oluline leida optimaalne kompleksi stabiilsus,
mis voimaldaks transporditaval iihendil bioloogilisi barjddre ldbides vabaneda peptiidi kiiljest
oigel ajal. Lastmolekul ei tohi olla seotud RSP-ga liiga tugevalt ega ndrgalt. Seejuures on
oluline, et lastmolekul ei tuleks RSP kiiljest lahti plasmamembraani ldbides, vaid suudaks
terapeutilise efekti avaldamiseks vabaneda peptiidi kiiljest alles sihtmarkrakus. (Viola et al.,
2010)

1.3.2.  Nukleiinhapete transport RSP-dega

Geeniteraapia iiks pohilisi eesmérke on ravida haiguseid tekitavaid ja normaalseid
geenifunktsioone muutvaid mutatsioone. Selleks, et geenimanipulatsioon avaldaks mdju
fiisioloogiliselt, on vaja toimetada terapeutiliste omadustega geneetiline materjal edukalt raku
tuuma. (Glover et al., 2005) Lihtsaim viis selle teostamiseks on kasutada pDNA-d.
Terapeutilise efektiga geen inkorporeeritakse plasmiidi ning saadud konstruktiga
transfekteeritakse soovitud koed voO1 rakud. Kahjuks ei ole nukleiinhapped suure
molekulmassi ja negatiivse laengu tottu voimelised rakumembraane ldabima. (Lehto et al.,
2011) Seetdttu on vaja kasutada transportvektorite abi. RSP-de voime transportida
makromolekule, sh. nukleiinhappeid 14bi plasmamembraani on muutnud selle strateegia iitheks
potentsiaalikamaks mitteviirustel pdhinevate transportstrateegiate hulgas.

Nukleiinhapped, nagu oligonukleotiidid (ON), kaheahelaline plasmiidne DNA,
lihikesed tiheahelalised splaissigut korrigeerivad oligonukleotiidid (SKO) ja kaheahelalised
lihikesed geene vaigistavad RNA-d (siRNA) omavad geeniteraapias korgelt terapeutilist
potentsiaali. (Lopez-Fraga et al., 2008) Péarast Divita grupi poolt publitseeritud katset, kus
suudeti edukalt viia ON-e imetajate rakkudesse, on RSP-d huvipakkuvad just ON-de
transpordis (Morris et al., 1997). Naiteks vaigistab siRNA imetaja rakkudes spetsiifilist
MRNA-d ja suudab inhibeerida seeldbi vastava valgu ekspressiooni. Seetottu on just SIRNA
vihiravi seisukohalt teadlastele huvipakkuv. siRNA konjugeeritakse valdavalt RSP-ga mitte
kovalentselt, sest sel viisil sdilitavad mdlemad tihendid bioloogilise aktiivsuse. (Shin et al.,
2014) Naiteks on suudetud in vitro katsetes siRNAdega inhibeerida vaskulaarse endoteeli
kasvufaktori (VEGF) ekspressiooni, mis on oluline vdhirakkude jagunemises (Kim et al.,
2006). Uhtlasi on RSP-dega rakkudesse edukalt transporditud teisi nukleiinhappeid, niiteks
antisens ON-e, SKO-e ja pDNA-d (Arukuusk et al., 2013).

1.4.  RSP-de sisenemismehhanismid
RSP-de tiipne sisenemismehhanism rakkudesse on siiamaani ebaselge. Uhtset teooriat,

kuidas RSP-d rakku sisenevad, ei leidu. Arvatakse, et esmane kontakt RSP ja rakumembraani
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vahel toimub proteogliikaanidega moodustunud elektrostaatiliste interaktsioonide vahendusel.
(Heitz et al., 2009) Rakumembraaniga seondumisel muutub RSP struktuur ning sekundaarsed
amfipaatsed peptiidid ldhevad iile sekundaarstruktuuri, néiteks o-heeliksisse. See vdimaldab
peptiididel tdsta enda vabaenergia taset ning lahutada ahelas asuvad polaarsed aminohapped
mittepolaarsetest, et saavutada parem afiinsus rakumembraaniga. RSP-d on vdimelised
kasutama rakku sisenemiseks nii otsest translokatsiooni kui ka endotsiitoosi. Konkreetne
internalisatsiooni meetod sdltub RSP tiilibist ja kontsentratsioonist, temperatuurist, raku
energiatasemest, transportmolekulist ja rakumembraani lipiidsest koostisest. (Ziegler, 2008)
Valdavalt on joutud arusaamale, et RSP-d, eriti suurte transportmolekulidega
konjugeeritult, sisenevad rakku energia soltuva endotsiitoosi abil. (Vasconcelos et al., 2013)
Endotsiitoos, mis on raku poolt reguleeritud protsess ainete omastamiseks ekstratsellulaarsest
maatriksist, jaguneb fagotsiitoosiks ja pinotsiitoosiks. Fagotsiitoosi kasutavad spetsiaalsed
rakutiitibid nagu makrofaagid ja neutrofiilid, ning see on moeldud suuremate osakeste
internaliseerimiseks. Pinotsiitoos esineb seevastu koikides rakutiilipides, ning selle voib
jagada omakorda makropinotsiitoosiks, klatriin- ja  lipiidsild/kaveoliin-  sdltuvaks
endotsiitoosiks voi klatriin ja kaveoliin soltumatuks endotsiitoosiks. Koik need mehhanismid
I6ppevad internaliseeritava molekuli kinnijddmisega endosoomi. (Conner ja Schmid, 2003)
Seetottu on oluline leida meetodeid, mis aitavad RSP ja lastmolekuli kompleksil vabaneda
vesiikulist enne, kui kompleks heidetakse rakust vélja voi lagundatakse liisosoomides.
Valdavalt médérab selle, millist sisenemismehhanismi RSP-téapselt kasutab, peptiidiga
konjugeeritud lastmolekuli suurus. (Maiolo et al., 2005) Naiteks on TAT sisenenud lipiid silla
vahendatud endotsiitoosi abil, kui ta on konjugeeritud valguga (Fittipaldi et al., 2003) ning
klatriin-sdltuva endotsiitoosiga, kui ta on konjugeeritud fluorofooriga (Richard et al., 2005).
Hoolimata sellest, et konkreetsed RSP-de sisenemismehhanismid on ténaseni vaidluse
all, on joutud jareldusele, et iiks RSP voib kasutada rakku sisenemiseks mitut erinevat
mehhanismi. Naiteks, katioonne Penetratiin kasutab HelLa rakkudesse sisenemiseks
vordvidirselt makropinotsiitoosi, klatriin-vahendatud ja kaveool vahendatud endotsiitoosi.

(Duchardt et al., 2007)

1.5. RSP-de toksilisus

RSP-d lagunevad organismis kehaomasteks molekulideks ning on seetdttu suhteliselt
madala toksilisusega. Kandjavektoritena omavad RSP-d madalamat immunogeneetilist
aktiivsust kui viirustel pohinevad strateegiad. Seetottu saab RSP-del pdhinevaid ravimeid
korduvalt administreerida ja kasutada pikaajaliste teraapiate puhul. (Grdisa, 2011) Kahjuks on

RSP-de korgetel kontsentratsioonidel demonstreeritud nende toksilist moju rakkudele. (Saar
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et al., 2005) Selleks, et RSP-sid saaks kasutada edukalt ravimikandjatena, tuleb nende
toksilisus hoida voimalikult madalal tasemel. Kdige rohkem on kirjeldatud RSP-de toksilisust
in vitro oludes, sest in vivo puhul on toksilisuse uurimine keerulisem. RSP-d vd&ivad
kahjustada raku- ja organellimembraane ning peptiidid vdivad avaldada toksilist mdju
rakukomponentidega interakteerudes. (Zorko ja Langel, 2005) Tdendoliselt tekivad RSP-de
sisenemisel rakumembraanis hdired, mis viivad tsiitoplasma lekkimiseni (Saar et al., 2005).
Lisaks voib RSP-de translokeerumine segada plasmamembraanis paiknevate valkude
funktsioneerimist ja mojutada seeldbi rakkude elumust (Lundberg ja Langel, 2003). Naiteks
on tsiitotoksiliseks osutunud MAP ja Transportan, mille struktuur meenutab liiitilisi
antimikroobseid peptiide, mis tapavad mikroobe, lagundades nende rakumembraane.
Toksilisus rakkudele v3ib soltuda RSP  kontsentratsioonist keskkonnas. Erinevates
rakuliinides on MAP kontsentratsioonil 1 uM ja Transportan 5 uM omanud pigem tugevat
toksilist efekti. Seevastu Penetratiin voi TAT omasid korgetel kontsentratsioonidel pigem
madalamat tsiitotoksilist aktiivsust. (Zorko ja Langel, 2005)

Uldiselt tsiitotoksilisust RSP-dega ei seostata, sest toksiliseks vdivad muutuda kdik
tthendid kui nad tletavad teatud kontsentratsiooni piiri. Membraanitoksilisus voib tekkida
RSP ja transportmolekuli kompleksi moodustamisel ning seetdttu on vaja 1dbi viia
tsiitotoksilisuse kontrolli kdikide praktiliselt rakendust leidvate RSP-de puhul. (Copolovici et
al., 2014)

1.6. Tahke faasi peptiidisiintees

Tanapdeval kasutatakse peptiidide siinteesimiseks valdavalt Bruce Merrifieldi poolt
loodud tahke kandja siinteesimehhanismi (SPPS). See protsess pohineb ideel, et peptiidahel
stinteesitakse pikaks samm-sammu haaval ajal, kui ahel on kovalentselt kinnitatud tahkele
kandjale. Nii kandja kui peptiidahel on stabiilses olekus ja reaktsioonis lahustumatud.
Seetdttu on voimalik reaktsioonikeskkonda mitmeid kordi pesta ning filtreerida vilja
tileliigsed reagendid ja korvalproduktid. (Merrifield, 1969)

SPPS kiigus on esimeseks etapiks C—terminaalse otsaga aminohappe sidumine tahke
kandjaga funktsionaalliili ehk linkeri vahendusel. Tahkeks kandjaks sobivad stiireen-
diveniililbenseeni kopoliimeerid, mille diameeter on umbes 50 um. Kandjale ehk vaigule
kinnituvad omakorda funktsionaalsed linkerid, mille hulk varieerub 0,5-0,8 mmol/g. Pikemate
kui 25 aminohappeliste peptiidide puhul kasutatakse vdiksemat vaheliilide arvu vaigu kohta
0,1-0,2 mmol/g selleks, et formuleeruv peptiidahel ei takistaks reagentide juurdepéisu.
Peptiidahelat siinteesitakse SPPS meetodiga C-terminusest N-terminuse suunas. Vastavalt

tahkele kandjale Kinnitatud linkeri iseloomule, saab peptiidi siduda vaigule labi ester- voi
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amiidsideme. Siinteesimisel kasutatakse laialdaselt kandjana 4-metiiilbenshiidriitilamiini
(MBHA), mille puhul on saadakse 16pp-produktina C- terminaalselt amideeritud peptiid.
Reagentide juurdepdisu kandjas olevate vaheliilideni voimaldab diklorometaan (DCM), mis
paneb vaigu punduma, ja N, N- dimetiiiilformamiid (DMF) lahus, mis parendab reagentide
lahustuvust.

Jargmise sammuna eemaldatakse peptiidahela aminohappelt N® Kaitserithm ja
aktiveeritakse jairgmise seotava aminohappe C" karboksiiiilriihm. Aktivaatoritena kasutatakse
fosfoonium ja uroonium reagente, niditeks DMF-s lahustatud N-[1H-Bensotriasool-1-
tiil)(dimetiitilamino)metiileen]-N-metiiiilmetaanamiinium heksaflorofosfaati (HBTU) ja 1-
hiidroksiibensotriasooli (HOBt). Reaktsiooni lisatakse tertsiaalset amiini, nditeks N, N-
diisopropiiiiletiiiilamiini (DIEA-d), et kindlustada N-kaitstud aminohappe karboksiilaadi
reageerimise aktivaatoritega. Aktiveerimiseks vajaminev aeg oleneb aktiveeritavast ainest,
olemasolevast peptiidi jdrjestusest ning reagentide kontsentratsioonist. Peptiidahela
aminohape N-teriminus liitub vaba aminohappe C-terminusega peptiidsideme vahendusel
ning seeldbi pikeneb vaigu kiiljes olev ahel. Selle etapi jooksul on kaitstud seotava
aminohappe N-terminus ning mdlema aminohappe funktsionaalsed kdorvalriihmad. Seda
protsessi korratakse kuni soovitud peptiidahela valmimiseni. Pérast viimase aminohappe
sidumist eemaldatakse ajutine kaitseriihm. Viimase etapina 1oigatakse peptiidi tahkelt kandjalt
ja eemaldatakse aminohapete kdrvalahelate piisivad kaitserithmad.

Ajutiste aminohapete kaitseriihmade alusel voib SPPS protsessi jaotada kahte riithma
Fmoc/t-Bu ja t-Boc/Bzl. Fmoc ja Boc tihistavad N* kaitserithma ning t-BU ja Bzl vastavalt
aminohapete korvalahelate kaitserithmi. Tert-butiitiloksiikarboniiiil (t-Boc) keemia pGhineb
happelabiilsetel korvalahelate kaitseriihmadel. Parast aminohappe sidumist eemaldatakse t-
Boc kaitseriihm tugeva trifluoroatseethappega (TFA). Peptiidahela siinteesi 10ppedes
eemaldatakse see kandjalt veevaba vesinikflouriidi (HF) abil. Seda meetodit kasutatakse
hoolimata korgest saagikusest vihe, sest HF on tugev hape ja voib pohjustada peptiidahela
struktuuri lagunemist.

Fmoc keemia puhul on aminohappe N¢ kaitserithm aluslabiilne  9-
fluoroentiiilmetiiiiloksiikarboniiiil (Fmoc) rithm. (Carpino ja Han, 1972) Kdrvalahelad on
seevastu kaitstud happelabiilsete rithmadega. Fmoc rithma eemaldamine toimub aluselises
keskkonnas, nditeks 20% piperitiini lahuse juuresolekul. Seevastu happelabiilsed
kaitseriihmad eemaldatakse niiteks trifluoroatseethappe (TFA) juuresolekul. Reaktsiooni vdib
lisada tioole voi1 silaane, nditeks triisopropiiiilsilaani (TIS), mis neutraliseerib eemaldunud

kaitseriihmad ning ei lase neil uuesti kinnituda. Seega on vdimalik ajutiste ja alaliste
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kaitserihmade eemaldamiseks ning peptiidi eemaldamiseks kandjalt kasutada erinevaid
meetodeid, mis ei kahjusta peptiidahela struktuuri.

SPPS reaktsiooni edukuse jdlgimine on keeruline. Pole otstarbekas analiiiisida
vaheproduktide digsust ning seetdottu kasutatakse vahereaktsioonide efektiivsuse
kontrollimiseks ninhiidriini ehk Kaiseri testi. Test pdhineb ninhiidriini voimel siduda vabade
aminorihmadega ning moodustada sinine iithend, mida on vdimalik visuaalse vaatluse
tulemusena detekteerida. Seevastu vabade aminorithmade puudumisel jdib tihend kollaseks.
Selle testi abil on voimalik kontrollida vastava vaheetapi edukus ning vajadusel saab viimast
sammu Kkorrata. (Kaiser et al., 1970)

SPPS strateegia omab mitmeid eeliseid. Esiteks, see lihtsustab ja kiirendab
slinteesireaktsiooni, sest protseduuri on voimalik viia 14bi lihes reaktsioonindus ning seeldbi
vélditakse reaktsiooni ldhteainete kadusid. Teiseks on voimalik reaktsioon ldbi viia suure
saagikusega, sest reagente saab kasutada iilehulgas ning reaktsioon viiakse seetdttu Kindlasti
16puni. Kolmandaks on vdimalik iileliigsed reagendid ja korvalproduktid kergesti vélja

filtreerida ning séilitada peptiidahela intaktsus. (Merrifield, 1969)

1.6.1. Siinteesitud peptiidi puhastamine

Siinteesitud ja tahkelt kandjalt eemaldatud peptiid puhastatakse ning eraldatakse
sobimatutest korvalproduktidest poordfaasilise vedelkromatograafia abil (RP-HPLC). RP-
HPLC teel ldbiviidud puhastamine pohineb peptiidi ja statsionaarse faasi hiidrofoobsetel
interaktsioonidel. Protsessi ldbiviimiseks kasutatakse klaasist vOi roostevabast terasest
kolonne, millel pinnal on statsionaarse faasina toimiv silikageel muudetud hiidrofoobseks
hiidroksiitilriihmade asendamisel mittepolaarsete alkiitilrihmadega. (Zorko, 2010) Nendeks on
tavaliselt oktadetsiitil (C18), n-oktiiiil (C8), n-butiiiil(C4) (Aguilar, 2004). Mobiilses faasis
kasutatav solvent on samuti mittepolaarne. Peptiidi elueeritakse vee ja orgaanilise solvendi,
nditeks atrseetonitriili (ACN) lahuses 14dbi kolonni. Elueerimisel tdstetakse ACN-i
kontsentratsioonigradienti vahemikus 5% - 80%. (Zorko, 2010) Madalama solvendi
kontsentratsioonigradiendi puhul elueeritakse esimesena vilja hiidrofiilsemad {ihendid.
Gradiendi tdstmisega muutub mobiilne faas vdhem polaarseks ning see soodustab
hiidrofoobsemate iihendite eraldumist. Seetottu liiguvad polaarsemad hiidrofiilsed ained

poordfaaskolonnis kiiremini vihempolaarsetest ja hiidrofoobsetest ainetest.

1.6.2. Siinteesitud peptiidi analiiiisimine MALDI-TOF meetodiga
Massispektromeetria (MS) meetodid eraldavad molekule massi ja laengusuhte alusel.

Stinteesitud peptiidi digsuse kontrollimiseks kasutataksegi valdavalt MALDI-TOF (matrix-
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assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) meetodit. Viike kogus
uuritavat lihendit segatakse maatriksiga, mis eraldab lahusemolekulid iiksteisest ja kaitseb
neid laserkiirte degradeeriva toime eest. Tavaliselt kasutatakse maatriksina o-tstiaano-4-
hiidroksiikaneel hapet (CHCA). (Pan et al., 2007) Saadud analiiiit pipeteeritakse spetsiaalsele
plaadile ning proov kuivatatakse. Seejdrel asetatakse plaat massispektromeetrisse, kus
pulseeriva laserkiire toimel ioniseeritakse uuritav aine ning ioonid viiakse seeldbi gaasifaasi.
loniseeritud molekulid lahutatakse lennutorus elektrivdlja toimel vastavalt lennuajale ning
registreeritakse lennutoru 16pus asetseval detektoril. 1ga registreering avaldatakse graafiliselt
arvutiekraanil piigina. (Graslund, 2010) Detektorini joudmise aeg sdltub iooni massist ja
laengust. Suurema massiga osakesed lenduvad aeglasemalt kui viiksema massiga.
Stinteesitava peptiidi arvutatud molekulmassiga vorreldud MALDI-TOF-i tulemus vdimaldab

médrata produkti olemasolu analiiiidis.
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2.

2.1.

Eksperimentaalne osa

Too eesmirgid

Kiesoleva bakalaureuset6o eesmarkideks on:

1.

2.2.
2.2.1.

Siinteesida Fmoc/t-Bu tahke faasi strateegiat kasutades jargmised NickFect perekonda
kuuluvad rakku sisenevad peptiidid:

NF 51: stearotii- AGYLLGOINLKALAALAKKIL-NH;

NF 55: stearoliil- AGYLLGOINLKALAALAKAIL-NH;

NF 56: stearoliil- AGY KLGOINLKALAALAKAIL-NH;

Puhastada saadud produktid RP- HPLC meetodiga ja teha kindlaks digete produktide
olemasolu MALDI-TOF massispektromeetri abil.

Moodustada saadud RSP-de ja pGL3 plasmiidiga nanokompleksid NF51/pGL3,
NF55/pGL3 ning NF56/pGL3. Uurida NF 55 ja NF 56 nanopartiklite
transfektsiooniefektiivsust,  kasutades lutsiferaasi  ekspressioonil =~ pdhinevat
moOtmissiisteemi seerumit sisaldavas so6tmes. Vorrelda nende RSP-de voimet
transportida pDNA-d disainil aluseks voetud NF 51-ga ning kommertsiaalse
Lipofectamine™ 2000-ega.

Iseloomustada NF55/pGL3 ja NF56/pGL3 nanopartiklite stabiilsust hepariini soola
juuresolekul.

Hinnata positiivse laengute arvu ja jaotuse moju peptiidi transfektsiooniefektiivsusele
ja nanopartiklite stabiilsusele. Selleks vorreldakse peptiidi NF 51 analoogidega NF 55,
kus 19. positsioonis asuv liisiin (Lys19, K) on eemaldatud ja asendatud alaniiniga
(Alal9, A), ja NF 56, kus lisiin on asendatud tagasi peptiidahela neljandasse
positsiooni (Lys4, K).

Materjal ja metoodika
Peptiidide disain ja siintees

NickFect 51 on hetkel liks efektiivsemaid transfektsioonivektoreid nukleiinhapete

rakku viimiseks. NF 51 vdib moodustada pDNA-ga liiga stabiilseid mittekovalentsetel

interaktsioonidel pdhinevaid nanokomplekse, mis vOib takistada lastmolekuli vabanemist

sintmérkrakus. (Arukuusk et al., 2013) Selle tulemusena vdib bioaktiivne aine omada rakus

madalamat terapeutilist efekti. Komplekside stabiilsust voib pdhjustada positiivselt laetud

korvalahelatega aminohapete arv peptiidahelas. Stabiilsuse optimeerimiseks eemaldati

positiivse laenguga liisiin NF 51 aminohappeahela 19. positsioonist (Lys19, K) ja asendati

alaniiniga. Vastav muutus viidi ldbi selleks, et selgitada, kas see vOib vidhendada
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elektrostaatilise interaktsiooni tugevust lastmolekuliga ning indutseerida selle efektiivsemat
vabanemist rakus. Saadud peptiidile pandi nimeks NF 55. Hindamaks selle positiivse laengu
moju ning paiknemist RSP-de omadustele, lisati liisiin tagasi ahela neljandasse positsiooni
(Lys4, K) ja saadi peptiid nimega NF 56.

Antud sekundaarsete amfipaatsete peptiidide aminohappelise jérjestuse muutuste
aluseks on voetud peptiidahela a-heeliksi struktuur, sest on ndidatud, et RSP-d moodustavad
rakumembraaniga interakteerudes o-heelikseid (Ziegler, 2008) (Joonis 4). Mudelite
konstrueerimisel on kasutatud internetist kéttesaadavat helical wheel programmi
(http://kael.net/helical.htm), mis genereerib a-heeliksi struktuuri otsevaates. NF 51 puhul
asetseb jérjestuses 19. positsioonil olev liisiin heeliksis individuaalselt teistest samanimelistest
laengutest eemal. Selline paiknemine voib avaldada toimet nanokompleksi stabiilsusele.
Asenduste tulemusena saadi NF 55, milles kolm positiivset laengut (Orn7, Lys1l, Lys18)
paiknevad lahestikku. Hindamaks positiivse laengu toimet RSP-de omadustele, lisati NF 56
puhul liisiin tagasi ahela neljandasse positsiooni, mis tdi o-heeliksis positiivsed laengud
iksteisele ldhedale (Lys4, Orn7, Lys11, Lys18). See voimaldab hinnata a-heeliksis paikneva
ithe positiivse laengu toimet peptiidi transfektsiooniefektiivsusele ning nanokompleksi

stabiilsusele.

NF 51 NF 55 NF 56

AGYLLGOINLKALAALAKKIL| AGYLLGOINLKALAALAKAIL | AGYKLGOINLKALAALAKAIL

Joonis 4. Positiivselt lactud aminohapete paiknemine NF51, NF55 ja NF56 ahelas ning a-heeliksis.

Peptiidide siinteesiks kasutati Fmoc/t-Bu tahke faasi peptiidisiinteesi strateegiat.
Peptiidid siinteesiti 0,1 mmol skaalas nii késitsi kui ka peptiidisiintesaatoriga (Applied
Biosystems, AB1433A). Mdlemal juhul kasutati tahke kandjana 240 mg MBHA (Orpechem,
Saksamaa) vaiku, millele olid kinnitunud funktsionaalrithmadega vaheliilid 0,41 mmol/g
kandja kohta. Peptiidahela siintees viidi 1dbi C-terminusest N-terminuse suunas. Kaisitsi

stinteesimisel voeti aminohappeid 5-kordses ja siintesaatori puhul 10-kordses {iilehulgas
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funktsionaalrithmadega vaheliilide kohta. Liidetavad aminohapped aktiveeriti 4-kordses
iilehulgas voetud HOBt-i ja HCTU-ga ning 8-kordses iilehulgas voetud DIEA lisamisel.
Selleks kasutati 0,5 M lahused HCTU/DMF ja HOBt/DMF ning 5,8 M DIEA, mis lisati
DMFis (reagendid Sigma-Aldricht, USA) lahustatud aminohappele reaktsioonikolonnis.
Ajutiste aluslabiilsete Fmoc kaitserithmade eemaldamiseks kasutati 20%-list piperitiini/DMF-
i lahust. Kaisitsi siinteesimisel kontrolliti Fmoc riihma eemaldamist ja uue aminohappe
liitumist Kaiseri testiga. Vajadusel korrati aminohappe sidumise protsessi. Molema
slinteesiprotsessi puhul lisati valminud peptiidahela N- terminaalsesse otsa kisitsi
stearotililriihm.

Peptiidijérjestuse 10ikamine tahkelt kandjalt ja korvalahelate kaitseriihmade
eemaldamine viidi 1abi TFA, TIS (Sigma-Aldricht, USA) ja vee lahusega vahekorras
95:2,5:2,5. Saadud lahus suruti 3 tunni moéddumisel 1dbi filtriga siistla, et eemaldada peptiid
vaigult. Seejarel lisati saadud lahusele 5 ml vett peptiidi sadestamiseks. Vesilahusele valati 45
ml jadkiilma eetrit ning saadud lahust loksutati, et ekstraheerida lahustunud orgaanilised
korvalithendid. Tekkinud kahefaasilist lahust kiilmutati -80 °C juures vesifaasi jidtumiseni.
Eeter eemaldati ning vesifaasi jadnud peptiidi kuivatati liiofilisaatoris iiledo.

Seejdrel puhastati peptiid korvalproduktidest RP-HPLC (Agilient Technologies, USA)
abil, kasutades C-18 kolonni ning 40% - 80% ACN/H,O gradienti. Gradiendilahus sisaldas
0,1% TFA-d. Saadud produktide Oigsuse maidramiseks kasutati MALDI-TOF
massispektromeetrit. Vidike kogus peptiidi segati a-tsiiaano-4-hiidroksiikaneelhappega
(CHCA) ning proov kuivatati spetsiaalsel plaadil. Analiiiit ergastati pulseeriva laserkiire
toimel ning ioniseeritud molekulide lennukiirus registreeriti lennutorus. Massispektromeerti
abil mdddetud analiiidi molekulmassi vorreldi peptiidi arvutusliku molekulmassiga ning
identifitseeriti 0iged produktid. Seejarel peptiid kiilmutati iile60, liiofiliseeriti ning siilitati 1

mM ldhtelahustena siigavkiilmas.

2.2.2. Transfekteeritavate rakkude kultiveerimine

Antud t60s kasutati Henrietta Lacksi (HeLa) emakakaelavdhi rakuliini. Rakke
kasvatati inkubaatoris (Sanyo, Japan) 37 °C ja 5% CO, tingimustes. Rakukultuure lahjendati
iga 2 kuni 3 pideva tagant viltimaks rakkude tlekasvamist iihekihilises kultuuris ning
hoidmaks tdituvust alla 100%. HeLa rakke kasvatati Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (Naxo, Eesti) sootmes, millele oli lisatud 0,1 mM asendatavaid aminohappeid, 1,0
mM naatriumpiiruvaati (Life Technologies, USA), 10% veise looteseerumit (FBS), 100 U/ml

penitsilliini ja 100 mg/ml streptomiitsiini.
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2.2.3. RSP ja plasmiidi nanokompleksi moodustamine

Antud katses kasutati lastmolekulina 5256 aluspaari suurust pGL3-Control
vektorplasmiidi (Promega, USA), millesse on integreeritud jaanimardika (Photinus pyralis)
lutsiferaasi tootva geeni muudetud osa. Plasmiidilt rakkudes ekspresseeritud valguprodukt
voimaldab efektiivselt hinnata peptiidi transfektsioonivoimet. Nanokompleks moodustub tdnu
elektrostaatilistele interaktsioonidele plasmiidi fosfaatselgroo negatiivsete laengute ja
peptiidijarjestuses olevate positiivselt lactud aminohapete vahel.

Nanokompleksid moodustati 1 h enne transfektsiooni. Selleks segati kokku erinevas
vahekorras uuritava peptiidi 100 uM vesilahus, 0,05 mg/ml plasmiidilahus ning destilleeritud
vesi summaarse l0ppruumalaga 180 pl. Kusjuures lahuste tegemisel jirgiti erinevaid
teoreetilisi laengusuheteid (charge ratio, CR) vahemikus 1:1 kuni 1:4 (Tabel 2). Peptiidide
moodustati

rakku sisenemise efektiivsuse hindamiseks nanokompleks plasmiidi ja

kommertsiaalselt saadava Lipofectamine™ 2000-ga (Invitrogen, USA).

Tabel 2. Peptiidide 16plik kontsentratsioon (uM) erinevate CR puhul iithes kaevus

Peptiid CR1 CR2 CR3 |CR4
NF 51 0,76 1,52 2,28 3,03
NF 55 0,99 1,99 2,99 4,00
NF 56 0,76 1,52 2,28 3,04

2.2.4. Rakkude transfekteerimine

Transfektsiooni ldabiviimiseks kiilvati 24 h enne katse algust rakud 24-kaevulistele
plaatidele kontsentratsiooniga 50 000 rakku kaevu kohta. Transfektsiooniks oli vajalik kaevu
75 kuni 90%-line rakuline tdituvus. Selleks kultiveeriti rakke 37 °C ja 5% CO, tingimustes
rakke PBS-iga,

mittekinnitunud rakud ning vana s66tme jadgid. Seejarel kanti rakkudele 450 pl uut seerumiga

inkubaatoris. Enne transfektsiooni pesti et eemaldada surnud ja
soodet ning 50 pl nanokompleksi lahust varieeruvas laengusuhtes 1:1 kuni 1:4. Rakkudele
lisatud plasmiidi ja peptiidi komplekside ruumala moodustas 1/10 rakkudele kantavast lahuse
16ppruumalast (500 pl). Positiivse kontrollina kasutati Lipofectamine™ 2000 vastavalt tootja
protokollile. Negatiivse kontrollina kasutati to6tlemata rakke ja rakke, mille lahusesse lisati

mida Kkasutati ka
transfektsiooniks. Nanokompleksidega trasfekteeritud rakke inkubeeriti 4 h 37 °C ja 5% CO;

50 ul puhast pGL3 plasmiidi lahust samas kontsentratsioonis,
tingimustes, misjirel eemaldati kaevudest so6de ning rakkudele lisati 1000 pl puhast
tiaissoodet.

Lisaks kasutati nanokomplekside transfektsiooni efektiivsuse iseloomustamiseks

pGL3 ja peptiidi vaheliste elektrostaatiliste interaktsioonide tugevust. Selleks voolutati
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nanokomplekse erinevatel laengusuhtel (CR 1:1, CR 1:2, CR 1:3, CR 1:4) 1% agaroosgeelil
TAE puhvris konstantse 60 mA voolutugevuse juures. Geelipilt saadi 260 nm lainepikkuse
UV valguse juures. Pilt vdimaldab hinnata nanokompleksis vaba pGL3 olemasolu erinevatel
peptiidi:plasmiid laengusuhetel.

2.2.5. Peptiidide transfektsiooniefektiivsuse hindamine

20 tundi pérast transfektsiooni eemaldati rakkudelt s66de ja neid pesti PBS-iga.
Seejdrel liitisiti rakke 100 pl 0,1%-lise Triton-X ja PBS-i (Naxo, Eesti) lahusega 30 minutit 4
°C juures. Jargmise etapina kanti 20 ul saadud rakuliisaati valgele 96- kaevulisele plaadile ja
lisati 80 ul Luciferase Assay Reagent-i. Vahetult pérast seda moddeti plasmiidi lutsiferaasi
tootmisaktiivsus GloMax™ 96 microplate luminomeetritiga (Promega, Rootsi). Rakkudesse
RSP-de abil transfekteeritud pGL3 plasmiidilt toimub lutsiferaasi ensiiiimi siintees.
Lutsiferaas on oksiidatiivne ensiilim, mis reageerib lutsiferiiniga. Selle reaktsiooni tulemusena
eraldub luminesents, mida saab moddta luminomeetriga. Luminomeetriga saadud tulemused
normaliseeriti vastavate proovide valgukontsentratsioonidega, kasutades selleks spetsiaalset
madramise komplekti (Bio-Rad Laboratories Inc, USA), mis pohineb Lowri meetodil. Selleks
pipeteeriti 5 pl rakuliisaadi lahust ldbipaistvale 96-kaevulisele plaadile ning proovidele lisati
komplektis olevaid reagente. Seejirel mododeti valgu absorptsioon 700 nm lainepikkusel
Sunrise (Tecan, Sveits) tehnoloogiaga. Normaliseerimine on vajalik selleks, et viltida rakkude
arvukusest tulenevaid vigu. Katsete keskmised tulemused esitatakse Prism (GraphPad, USA)

programmi abil peptiidide 10ikes tulpdiagrammina RLU/mg iihikutes.

2.2.6. Nanokompleksi stabiilsuse hindamine

NF 51/pGL3, NF 55/pGL3 ja NF 56/pGL3 nanokomplekside stabiilsuse hindamiseks
toodeldi RSP-sid plasmiidiga konkureeriva anioonse iihendiga (hepariini soola lahusega).
Selleks moodustati peptiidi ja pGL3 vahel nanokompleksid eelpool kirjeldatud viisil ning neid
inkubeeriti 1 h toatemperatuuril. Seejarel lisati 100 pl-le  kompleksile erineva
kontsentratsiooniga hepariini lahust (Idppkontsentratsiooniga 0,25 kuni 8 mg/ml lahuse
kohta). Hepariini (Sigma-Aldricht, USA) lisamise jirel inkubeeriti lahust 37 °C juures 30
minutit. Seejdrel lisati lahusele hepariini poolt kompleksist vélja tdorjutud pGL3 koguse
hindamiseks DNA aluspaaride vahele seostuvat fluorokroomi PicoGreen® (Invitrogen, USA),
mis on vdimeline seostuma selektiivselt plasmiidi aluspaaride vahele. Seostunult
PicoGreeniga® on vdimalik pGL3 hulka kvantifitseerida fluoresteerumise abil
(480nm/520nm) suure tdpsusega (Ahn et al, 1996). SynergyMx (BioTek, USA)

fluoromeetriga registreeriti vaba pGL3 hulk lahuses ning tulemused esitati Exceli graafikuna.
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2.2.7. Tsiitotoksilisuse hindamine

Antud t66 raames hinnati nii peptiid/plasmiid nanokompleksi kui ka peptiidi mdju
rakkude elumusele (cell viability). Selleks kiilvati 96- kaevulise plaadi igasse kaevu 10 000
HeLa rakku 100 pl-is DMEM tdisso6tmes 24 tundi enne eksperimendi ldbiviimist. Seejérel
moodustati nanokompleksid plasmiidi pGL3 ja erinevate laengusuhetel (CR 1, CR 2, CR 3,
CR 4) peptiididega (NF 51, NF 55, NF 56) ning Lipofectamine™ 2000-ga. Lisaks moodustati
peptiidide vesilahused kontsentratsioonidel 0,5; 1; 2,5 ja 5 mM.

Komplekse inkubeeriti 30 minuti jooksul toatemperatuuril ning lisati s66tmele.
Eelmisel péeval kiilvatud rakkudelt eemaldati vana s66de ning neile lisati 90 pl uut tdissoodet
ja 10 ul komplekse s66tmes voi peptiidi. Transfekteerimiseks inkubeeriti rakke 37 °C juures 4
tundi. Seejdrel vahetati rakkudel s6dde, lisati 200 pl uut taisséddet ning inkubeerimine jatkus
20 tundi.

Jargmisel pdeval hinnati peptiidi/plasmiid nanokompleksi ning peptiidi mdju rakkude
elumusele toksilisusega seotud proteaasi aktiivsuse kaudu, kasutades selleks CytoTox-Glo™
Cytotoxicity Assay’d (Promega, USA). Esmalt pipeteeriti igasse kaevu 50 pl luminogeenset
AAF-Glo™ substraati, mis vdimaldab mddta surnud ja membraani intaktsuse kaotanud
rakkude proteaaside aktiivsust. 15 minutit parast substraadi lisamist mdddeti luminomeetriga
GloMax® aminolutsiferiini luminestsents ning saadi surnud rakkude arvukus. Seejirel liiiisiti
elusad rakud 50 pl litisilahuse (Lysis Reagent) lisamisega igasse kaevu. Liitisilahus saad
komplektis oleva Digitonini ja Assay Buffer’i segamisel. 15 minuti méddumisel mdddeti
luminestsents uuest ning saadi totaalne rakkude arvukus. Rakkude elumuse saab méirata
arvutuslikult lahutades totaalsest rakkude arvukusest surud rakkude arvukuse. Tulemused on
normaliseeritud tootlemata rakkude vastu ning esitatakse tulpdiagrammina kasutades Prismi

programmi.
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2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Peptiidide siintees ja nanokomplekside moodustamine

Antud t66s disainiti kaks uut NickFect 51-1 (Arukuusk et al., 2013) pdhinevat
sekundaarset amfipaatset rakku sisenevat peptiidi. Esimene peptiid, mille ahela 19.
positsioonilt eemaldati fiisioloogilisel pH-1 positiivset laengut omav lisiin (Lys19, K) ning
asendati alaniiniga, (Alal9, A) kandis nime NF 55. Teine peptiid kandis nime NF 56 ning
ahela neljandas positsioonis olev leutsiin (Leud4, L) asendati liisiiniga (Lys4, K) (Tabel 3).
Vastavatel positsioonidel aset leidnud muutused viidi ldbi selleks, et tuua peptiidide o-
heeliksi konformatsioonis positiivsed laengud iiksteisele lihemale ning mdjutada seeldbi
nanokompleside stabiilsust ja peptiidide transfektsiooniefektiivsust.  Sekundaarsed
amfipaatsed peptiidid ldhevad rakumembraaniga interakteerudes iile a-heeliksi struktuuri, mis
voimaldab peptiidil votta energeetiliselt stabiilseima konformatsiooni tédnu laengute
optimaalsele jaotamisele heeliksis. (Ziegler, 2008) NF 55 ja NF 56 modifikatsioonid tehti
eesmargiga hinnata, kuidas mojutab positiivse laenguga aminohapete arvu vihendamine ning
nende paiknemine a-heeliksis  peptiid/pDNA  nanokompleksi  stabiilsust  ning
transfektsioonilist aktiivsust.

Tabel 3. Siinteesitud peptiidide jirjestused ning vastavate aminohapete asendused koos peptiidide
molekulmassi ning positiivsete laengute koguhulgaga

Peptiid Jirjestus Molekulmass | "'+" laenguid
NF 51 Steartiiil- AGYLLGOINLKALAALAKKIL- NH, 2434 g/mol 4
NF 55 Steartiiil- AGYLLGOINLKALAALAKAIL- NH, 2377 g/mol 3
NF 56 Steartiiil- AGYKLGOINLKALAALAKAIL- NH, 2449 g/mol 4

Peptiidid siinteesiti Fmoc/t-Bu tahke faasi peptiidisiinteesi strateegiat kasutades. NF 51
ja NF 55 siinteesiti automaatsiintesaatoriga ning NF 56 késitsi. Molemal juhul lisati
peptiidahela valmides N-terminaalsesse otsa kisitsi stearotiiilrithm, mille puhul on ndidatud,
et see aitab peptiididel endosoomidest vabaneda ning pDNA-d kompleksis paremini
kondenseerida. (Lehto et al., 2011) Siintees 16ppes tahkelt kandjalt peptiidi eemaldamisega
95% TFA, 2,5% vee ja 2,5% TIS lahusega. Saadud peptiid sadestati vees ning orgaanilised
jdagid ekstraheeriti jadkiilmas eetris. Vesifaasis olev peptiid kiilmutati ja kuivatati iile6o
liofilisaatoris. Produktid puhastati RP-HPLC meetodil korvalproduktidest. Selleks lahustati
kuivatatud produktid 2 ml-s 20% ACN/H,O lahuses 0,1% TFA juuresolekul. Ldpuks
analiiiisiti puhastatud siinteesiprodukte MALDI-TOF massispektromeetriga selleks, et

veenduda peptiidide digsuses.
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Seejarel moodustati rakkude transfekteerimiseks peptiidide ja pDNA (pGL3-Control)
vahel  mittekovalentsel  ko-inkubatsiooni  strateegial ~ nanokompleksid  erinevatel
peptiid:plasmiid laengusuhetel (CR 1:1 kuni 1:4). Mittekovalentne meetod on kiire ning
efektiivne voimalus lastmolekulide sidumiseks peptiidiga. Varasemalt on ndidatud, et RSP-d
on vOdimelised transportima edukalt nii in vitro kui in vivo oludes endaga mittekovalentselt

seotud valke, peptiide, plasmiide ja ON-e rakkudesse. (Deshayes et al., 2008)

2.3.2.  Nanokomplekside iseloomustus

Nukleiinhapped nagu pDNA-d, SKO-d ja SiRNA-d on potentsiaalsed vahendid
ravimaks erinevaid haigusseisundeid geneetilisel tasandil. Kahjuks ei suuda nukleiinhapped
tdnu suurele molekulmassile ja negatiivsele laengule 1ibida rakumembraane ning seetottu on
selliste ravimite praktiline rakendamine piiratud. Lisaks on nukleiinhapped rakkude poolt
kiiresti lagundatavad. (Lopez-Fraga et al., 2008) RSP-d on mitmekiilgsed transportvektorid,
mis voivad osutuda potentsiaalikaks nende takistuste iiletamisel, sest suudavad transportida
nukleiinhappeid rakutuuma. (Lehto et al., 2011)

RSP-de edukaks rakendamiseks in vivo oludes on oluline, et nanokompleks oleks
optimaalse stabiilsusega. Lastmolekul ei tohi olla seotud peptiidiga liiga norgalt, sest see voib
pohjustada kompleksi enneaegse lagunemise ja ithend ei joua seetdttu terapeutilise efekti
avaldamiseks sihtmarkrakku voi -organelli. Samas peab kompleks olema vastupidav
enslimaatilisele degradatsioonile organismis. Transporditav iithend ei tohi olla seotud
peptiidiga liiga tugevalt. Sellisel juhul vdib nanokompleks kiill jouda sihtmérgini, kuid
lasmolekul ei suuda avaldada bioloogilist efekti, sest see ei vabane peptiidi kiiljest
Oigeaegselt. Optimaalne nanokompleksi stabiilsus tdhendab seda, et lastmolekul vabaneb
peptiidi kiiljest alles siis, kui RSP on joudnud mitmesuguseid bioloogilisi barjdére iiletades
transportida tihendi sihtmérgini. (Viola et al., 2010)

Selle saavutamiseks on rakendatud erinevaid strateegiaid. Néiiteks, on ndidatud, et
stearoiitilhappe lisamine voi C-terminuse amideerimine aitavad moodustada nukleiinhapetega
tugevamaid mittekovalentselt konjugeeritud nanokomplekse (Ezzat et al., 2012). Uheks
perspektiivikamaks lahenduseks on hargnenud ahelaga RSP-de loomine. Naiteks, on NF 51
puhul nididatud, et seitsmendas positsioons olev ornitiin (Orn7, O), mis on ahelasse seotud
korvalahela amiidrithma abil (y-NH;), aitab moodustada tugevamaid nanokomplekse
pDNAga. Need kompleksid on vastupidavamad ensiimaatilisele degradatsioonile, sest ornitiin
peptiidahelas suudab pDNA paremini kokku pakkida. NF 51 on kiill seetdttu vdga hea

transfektsiooniagent, kuid peptiid kipub moodustama pDNA-ga liiga tugevaid komplekse, mis
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ei lase plasmiidil rakus vabaneda. (Arukuusk et al., 2013) Seetottu ei suuda pDNA avaldada
nii suurt efekti rakus kui voiks.

Nanokompleksi tugevuse optimeerimiseks disainiti NF 55, mille jéarjestusest eemaldati
lisiin (Lys19,K), et vihendada positiivsete laengute arvu peptiidis ning mdjutada seeldbi
interaktsiooni tugevust negatiivselt laetud plasmiidiga. Eesmérgiks oli sdilitada NF 51
transfektsiooniline aktiivsus, kuid luua optimaalsema nanokompleksi stabiilsusega RSP.
Piistitati hiipotees, et selline modifikatsioon voimaldab plasmiidil kergemini peptiidi kiiljest
rakus vabaneda. Fiisioloogilisel pH-I positiivselt laetud liisiini toime uurimiseks asendati see
tagasi NF 55 ahela neljandasse positsiooni (Lys4, K) ning saadi NF 51-ga sama positiivse
summaarse laenguga peptiid NF 56.

Saadud RSP-de ja pGL3 plasmiidiga moodustati nanokompleksid NF 51/pGL3, NF
55/pGL3 ja NF 56/pGL3 eespool kirjeldatud tingimustel (alateema 2.2.3) selleks, et hinnata
nanopartiklite stabiilsust, transfektsioonivoimet ja toksilisust. Esmalt hinnati peptiidide
modifikatsiooni moju pDNA pakkimisele nanokompleksiks. Moodustati nanokompleksid CR
1:1 kuni 1:4, kus peptiidi voeti plasmiidi kohta iilehulgas selleks, et ndha milline kogus
peptiidi suudab plasmiidi nanokompleksi pakkida. Plasmiid pGL3-Control on 5326 bp
suurune nukleiinhape ja komplekside moodustamisel voeti arvesse peptiidi summaarset
positiivset laengut. Seega oli komplekside moodustamisel NF 55 peptiidi kontsentratsioon
lahuses korgem kui NF 51 ja NF 56 puhul. Komplekse voolutati 1% agaroosgeelil 0,5x TAE

puhvris. Saadud tulemused esitati UV valguses pildistatud geelipildina (Joonis 5).
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Joonis 5. Vaba pGL3 olemasolu nanokompleksides erinevate CR korral. Vaba plasmiidi olemasolu
nanokompleksis CR 1 korral nditab seda, et sellel laengusuhtel ei ole RSP-de kogus piisav pDNA
kondenseerimiseks nanokompleksi.

Kodigi kolme peptiidi korral ei ole laengusuhe (CR 1) 1:1 piisav kogu pDNA
kondenseerimiseks nanokompleksi. Alates laengusuhtest 1:2 on peptiidid juba voimelised

kogu pDNA siduma ning vaba plasmiidi ei leidu. Seega ei mdjuta modifikatsioonid RSP-de
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voimet kondenseerida pDNA-d nanokompleksi. Laengusuhetel 2 kuni 4 moodustavad
peptiidid komplekse, mis on stabiilsed elektroporatsioonile ja piisivad geeli hambas.
Nanokomplekside stabiilsuse hindamine viidi 14bi hepariini soola lahuse juuresolekul
komplekse inkubeerides. Hepariin on pDNA-ga konkureeriv ithend, mis on vdimeline
interakteeruma positiivselt laetud aminohapetega ning torjuma vilja kompleksist
nukleiinhappe. Hepariini kontsentratsioon, mis torjub vélja plasmiidi, ning véljatorjutud
pPDNA hulk iseloomustavad nanokompleksi stabiilsust. (Veiman et al., 2013) Stabiilsuse katse
viidi 1dbi peptiid:plasmiid CR 1:3 juures, sest selline laengute suhe oli kdikide peptiidide
puhul sarnase transfektsioonilise efektiivsusega (Joonis 7). Kompleksid moodustati CR 3
juures samadel kontsentratsioonidel nagu seda kasutati transfektsiooni katse puhul (Tabel 2).
Nanokomplekse toodeldi hepariini erinevatel kontsentratsioonidel ning véljatorjutud pDNA
koguse kvantifitseerimiseks toodeldi lahust PicoGreeniga®. Saadud vaba pDNA hulk esitati
protsentuaalselt (%) Exceli graafikuna (Joonis 6). Antud katse puhul viidi 1dbi ka korduskatse,

mille tulemus vastas esmasele eksperimendile.
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Joonis 6. NF 51/pGL3, NF 55/pGL3 ja NF 56/pGL3 nanokomplekside stabiilsus (CR3) hepariini erinevatel
kontsentratsioonidel. Optimaalseima tugevusega nanokompleksi moodustas NF 56, kust pDNA suutis vabaneda
kdige paremini.

Optimaalseima nanokompleksi stabiilsusega oli peptiid NF 56, mille puhul suutis
peptiid hepariini kdrgematel kontsentratsioonidel vabastada pDNA-d kdige paremini. NF 51
ja NF 55 olid vordvéairselt tugevad hepariini erinevatel kontsentratsioonidel. NF 56 kompleksi
stabiilsust v0ib mojutada positsioonis number neli asetsev aminohape. Kuigi NF 56
summaarne positiivne laeng on sama nagu NF 51, siis ei pruugi iiks lisa positiivne laeng antud
juhul mdjutada nanokompleksi stabiilsust. Tdhtis roll vdib olla just sellel piirkonnal, mis
mojutab peptiidi sekundaarstruktuuride moodustamist. NF 56 puhul lisati positiivne laeng

kimddrse NF galaniini ossa. Nii NF 51 kui NF 55 puudub selles osas positiivne laeng.
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Seetottu vOib arvata, et muutused NF 56 galaniini osas vdivad mdjutada a-heeliksite
moodustamist ning pDNA nanokompleksi kondenseerimist. NF 55 puhul eemaldati positiivne

laeng mastoprani osast, mis aga oluliselt nanokompleksi stabiilsust ei mojuta.

2.3.3. Transfektsiooniline efektiivsus

Transfektsiooniefektiivsus on iks pohiparameetreid, millega on vdimalik
iseloomustada transfektsioonivektorit. Transfektsiooniefektiivsus soltub nii  peptiidi
jarjestusest, lastmolekulist, komplekside moodustumisest kui ka rakuliinist ja
inkubatsioonitingimustest. Antud katsed viidi 1ibi HeLa rakkudega, sest sama perekonna
RSP-de puhul on in vitro katsed tehtud selle rakuliiniga. See vdimaldab vorrelda tulemusi
ning hinnata analoogsete peptiidide (NF 55, NF 56) transfektsioonilisi omadusi.

Transfektsiooni katse viidi ldbi seerumiga sootmes, kasutades lutsiferaasi
ekspressioonil pohinevat modtmissiisteemi. Pérast HelLa rakkude transfekteerimist
nanokompleksidega erinevatel CR-I, inkubeeriti rakke 4 h 37 °C ja 5% CO, tingimustes.
Rakkudele lisatud plasmiidi ja peptiidi komplekside ruumala moodustas 1/10 rakkudele
kantavast lahuse 16ppruumalast (500 pl). Positiivse kontrollina kasutati Lipofectamine™ 2000.
Negatiivse kontrollina kasutati to6tlemata rakke ja rakke, mille lahusesse lisati puhast pGL3
plasmiidi lahust samas kontsentratsioonis, mida kasutati ka transfektsiooniks. Rakkudes
moddeti lutsiferaasi ekspressioon luminomeetriga. Tulemused normaliseeriti rakkude
valgusisalduse vastu, et elimineerida surnud rakkudest tulenevad ebatdpsused. Saadud
tulemused esitati Prism programmi kasutades tulpdiagrammil RLU-dena (Joonis 7).

NF 55 ja NF 56 on iildiselt madalama transfektsiooniefektiivsusega kui NF 51. CR 2
puhul aga osutus kdige efektiivsemaks transfektsioonivektoriks NF 56, mis {iiletas isegi NF 51
pea kolme kordselt. See néitab, et NF 56-e puhul on vaja viahem peptiidi (plasmiid:peptiid,
1:2) pDNA transportimiseks rakku. Seega on NF 56 madalamal kontsentratsioonil
efektiivsem transfektsioonivektor kui NF 51 v3i NF 55.

See efekt voib olla tingitud laeng-laeng interaktsioonides ning a-heeliksis ldhestikku
paiknevatest positiivsetest laengutes, mis voimaldavad véikesel hulgal pepiidil pakkida kokku
efektiivsemalt pDNA ning transportida see rakku. NF 56 aktiivsus CR 2 puhul on suhteliselt
korge ning kindlasti oleks jargmiseks sammuks peptiidi transfektsioonivdime katsetamine in

vitro teistes rakuliinides ning in vivo.
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Joonis 7. NF 51, NF 55, NF 56 abil pDNA transfektsioon HelLa rakkudesse. Tulemused on normaliseeritud
vastavate proovide valgukontsentratsiooni vastu. Vdrdluseks on lisatud LF2000 transfektsiooniline efektiivsus
pDNA transporterina ning puhta pGL3 rakkudesse sisenemise vdime.

Tulenevalt organismide keerukusest ei pruugi in vitro katsete edukus kajastuda in vivo.
NF 56 edukas rakendamine CR 2 puhul voimaldaks kasutada transfekteerimiseks madalamaid
peptiidikontsentratsioone. See vdhendaks soovimatute korvaltoimete ning toksilisuse efekti
esinemise toendosust rakkudele. Ideaalselt peaks voimalikult viike kogus RSP-d transportima

voimalikult palju pDNA-d rakku ning NF 56 CR 2 voiks selle eesmérgi tditmiseks sobida.

2.3.4. Peptiidide ja nanokomplekside toksilisus

RSP-de toksilisus rakkudele sdltub peptiidi kontsentratsioonist ja transporditavast
lastmolekulist (EI-Andaloussi et al., 2007). RSP-d voivad rakku sisenedes pohjustada hiireid
rakumembraanis ning interakteeruda membraanivalkudega, pohjustades seeldbi tsiitoplasma
lekkimist (Lundberg ja Langel, 2003). Seetottu on oluline uurida RSP-de mdju rakkude
elumusele.

Antud t60s hinnati nii puhta peptiidi kui ka nanokompleksi mdju HeLa rakkude
elumusele, kasutades selleks CytoTox-Glo™ Cytotoxicity Assay-d. Katses kaasati vordlusesse
kommertsiaalne transfektsiooniagent LF 2000, mis on rakkudele toksiline. Nanokomplekside
puhul on vorreldud mdju elumusele puhta plasmiidiga pGL3 (Joonis 8). Varasemalt on
ndidatud, et NF perekonda kuuluvad peptiidid on vahetoksilised. Néiteks, NF 51 (Arukuusk et
al., 2013) ning NF 1 ja NF 2 (Oskolkov et al., 2011) ei avaldanud toksilist efekti SKO-de
transportimisel HeLa rakkudesse. Antud t60s saadi sarnased tulemused ning olulist toksilist

efekti nii peptiidide kui ka nanokomplekside puhul rakkudele ei tdheldatud.
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Joonis 8. Rakkude elumus transfektsiooni jérel HeLa rakkudes seerumit sisaldavas s6otmes. Joonis A néitab
rakkude elumust puhta peptiidi lisamise (uM) jarel. Joonis B néitab peptiid/plasmiid kompleksi moju rakkude
elumusele erinevate CR korral. Mdlemal joonisel on lisatud vordluseks LF2000 ning joonise B puhul lisaks
puhta pDNA efekt elumusele. Tulemused on normaliseeritud tootlemata HelLa rakkude vastu.

Varasemalt on ndidatud puhta RSP toksilist efekti peptiidi kontsentratsiooni kasvades
(Saar et al., 2005), mis on vastavuses ka antud t66s saadud tulemustega. Ainult RSP-de moju
(Joonis 8. A) rakkude elumusele kasvas kontsentratsioonid suurenedes. Kdige toksilisemaks
osutusid peptiidid 5 uM kontsentratsiooni korral. Madalamatel kontsentratsioonidel olulist
toksilisuse efekti rakkude elumusele ei tdheldatud.

Nanokomplekside korral osutus kdige toksilisemaks NF 55 kdigi laengusuhete juures,
kuna selle peptiidi kontsentratsioon oli lahuses oluliselt kdrgem (Tabel 2). See oli tingitud NF
55 viiksemast summaarsest positiivsest laengust (+3) vorreldes NF 51 (+4) ja NF 56-ga (+4).
Korgema toksilisuse vois pohjustada lastmolekuliks olev pDNA, sest varasemad uuringud on
viidanud lastmolekuli voimele mdjutada RSP-de transfektsioonivéimet ning toksilisust (El-
Andaloussi et al., 2007). pDNA-I on teatav toksiline efekt, sest puhta plasmiidi korral on elus
ca 75% rakkudest. Seega vOib see kombineeritult korgema NF 55 kontsentratsiooniga
pOhjustada suuremat toksilisuse efekti.

Uldjoontes ei mdjuta NF 56 modifikatsioonid CR 1 ja 2 korral rakkude elumust ning
on sama ohutu nagu NF 51. See muudab voimalikuks NF 56 kasutamise in vivo katsete puhul,
sest seal on tookontsentratsiooniks 2 — 3 puM. Vottes arvesse NF 56 korgemat
transfektsioonilist efektiivsust CR 2 puhul (Joonis 7) ning madalat toksilisust, vdib antud

peptiid osutuda perspektiivikaks transfektsioonivektoriks inimeste ravimise eesmargil.
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Kokkuvote

Rakku sisenevate peptiidide ndol on tegemist mitmekiilgsete ja ohutute
transpordivektoritega, mis suudavad rakkudesse viia erineva suurusega biomolekule. See
voimaldaks praktikas edukalt rakendada RSP-sid makromolekulidel pdhinevate
terapeutikumide loomisel ning erinevate haiguste geneetilises ravis.

Antud bakalaureusetd6 kirjanduse iilevaates kirjeldati erinevaid RSP-sid ning nende
praktilisi rakendusi inimeste ravis. Lisaks radgiti lahemalt RSP-dega transporditavatest
ithenditest ning peptiidide sisenemismehhanismidest. Liihike iilevaade késitles peptiididega
kaasnevaid voimalikke toksilisuse efekte ning peptiidide siinteesimise meetodit (SPPS). Toodi
tilevaade RSP-de erinevatest modifikatsioonidest ning NF perekonda kuuluvatest peptiididest.
Eksperimentaalses osas disainiti ja siinteesiti uued NF 51 analoogid NF 55 ning NF 56.
Vastavad modifikatsioonid peptiidijirjestuses tehti selleks, et uurida positiivsete laengute arvu
ja paiknemise moju RSP voimele moodustada nanokomplekse ning transfekteerida rakke.

Katsetulemused néitavad, et modifikatsioonid peptiidiahelas ei mdjuta RSP-de voimet
moodustada komplekse. Kdik kolm peptiidi (NF 51, NF 55 ja NF 56) on voimelised
moodustama nanokomplekse laengusuhetel 2 kuni 4. Modifikatsioonidel on aga teatav moju
nanokomplekside stabiilsusele. NF 56 moodustab ndrgema nanokompeksi kui NF 51 v3i NF
55. See voOib olla pohjustatud pigem positiivsete laengute jaotumisest kui arvust
peptiidijarjestuses, sest olulist efekti voib omada jarjestuse neljandas positsioonis aset leidvad
muudatused.

Transfektsiooniefektiivsus on iildiselt korgem NF 51-1 ning seetdttu laengute arv ja
paiknemine oluliselt peptiidi rakku sisenemist ei mojuta. Siiski on CR 2 puhul koige
efektiivsem transfektsioonivektor NF 56. See voimaldaks kasutada madalamat RSP
kontsentratsiooni pDNA rakku viimisel.

Puhtad peptiidid on vordvéérselt vahetoksilised madalamatel kontsentratsioonidel.
Nanokompleksidest on kdige toksilisem rakkudele NF 55, mis voib olla tingitud peptiidi
korgemast kontsentratsioonist meediumis ning lastmolekuli loomusest. NF 51 ning NF 56 on
vordvéirselt vahetoksilised kdigi laengusuhete korral.

Arvestades NF 56 nanokompleksi  optimaalsemat  stabiilsust, paremat
transfektsioonilist efektiivsust CR 2 korral ja madalat toksilist efekti rakkudele, on see RSP
sobilik in vivo katseteks. Lisaks vdiks uurida NF 56 voimet transportida erinevaid

biomolekule (nt. ON, siRNA) mitmesugustesse rakuliinidesse.
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New NickFect 51 analogues for the delivery of plasmid DNA inside the cell
Siim Uhtjarv
Summary

The main hurdle of implementing large biomolecule therapeutics for the treatment of
various diseases lies in their inability to cross bilayered plasma membrane. Cell-penetrating
peptides (CPPs) are short amino acid sequences which are capable of penetrating cell walls
and delivering covalently or non- covalently attached cargoes inside the cell in vitro and in
vivo. Not only can the size and nature of the attached cargoes vary greatly (e.g. pDNA,
SiRNA, ON, proteins) but also CPPs are generally considered versatile non-toxic transport
vectors.

Based on stearyl- Transportan 10 or PepFect 3, NickFect 51 (NF 51) is one of the most
efficient transfection agent described so far. However, it has been shown that the peptide
tends to form too stable nanoparticles which upon reaching the desired destination cannot
release cargo efficiently. Hence, the delivered biomolecule has a lower therapeutic effect on
the disease. Therefore new NF 51 analogues (NF 55 and NF 56) were designed to study how
the amount and distribution of positively charged amino acids in the peptide sequences would
influence the transfection efficiency and nanoparticle stability. In addition, toxicity studies
with pure CPP and nanocomplexes were carried out.

In this study, it was shown that both NF 55 and NF 56 have lower transfection rate
when compared to NF 51. However, at charge ratio 2 NF 56 was most effective transfection
agent among others. This would allow researchers to use lower concentrations of peptide for
the delivery of electrostatically bound cargoes inside the cell. In addition, NF 56 had lower
nanocomplex stability which combined with the low toxicity would make it an interesting
CPP for in vivo studies.

To conclude, based on this research there is reason to believe that the amount of
positively charged amino acids may not be a determining factor in terms of optimal
nanocomplex stability and transfection efficiency. As results with NF 56 suggest, the
distribution of positive charges in the peptide sequence may have effect on CPP abilities to

penetrate cells and release cargoes.
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Tanuavaldused

Soovin siidamest tidnada Piret Arukuuske ja Ulo Langelit meisterliku juhendamise,
konstruktiivse tagasiside ning kannatlikkuse eest. Lisaks lihevad tdnusdonad Ly Parnastele
abivalmiduse ja vastutulelikkuse eest. Samuti tahan tdnada laborikaaslaseid erudeeriva ja

sobraliku 6hkkonna loomise eest.
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Lihtlitsents 16puto6 reprodutseerimiseks ja loputoo iildsusele kittesaadavaks tegemiseks

Mina, Siim Uhtjarv
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1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

,NickFect 51 uued analoogid plasmiidse DNA transportimiseks rakku®, mille juhendajad on
Piret Arukuusk, PhD ja Prof Ulo Langel,

1.1.  reprodutseerimiseks sdilitamise ja tildsusele kittesaadavaks tegemise eesmirgil,
sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja

16ppemisent;

1.2.  iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas

digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja ldppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jddvad alles ka autorile.

3. Kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse seadusest tulenevaid igusi.

Tartus, 26.05.2014
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