TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TAPPISTEADUSTE VALDKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT
ARENGUBIOLOOGIA OPPETOOL

Kahevalentsete metalliioonide méju RPP-vahendatud transfektsioonile ja

splaissingu korrigeerimise efektiivsusele SCO poolt

Magistritoo
30 EAP

Maria Maloverjan

Juhendaja PhD Margus Pooga

TARTU 2020



INFOLEHT

Kahevalentsete metalliioonide mdju RPP-vahendatud transfektsioonile ja splaissingu
korrigeerimise efektiivsusele SCO poolt
Oligonukleotiidid (ON), mille iiheks liigiks on splaissingut korrigeerivad ON (SCO), on
korge potentsiaaliga terapeutikumid ja mitmed ON-id on juba aastaid kasutuses Kliinilises
praktikas. ON-ide kasutuse suurimateks takistusteks on transfektsiooni madal efektiivsus ning
nende kiire lagundamine organismis. Seetdttu tootatakse vilja erinevaid transfektsiooni
stisteeme, millest tiheks on ON-idega nanopartikleid (NP) moodustavate rakkudesse
penetreeruvate peptiidide (RPP) kasutamine. Kuigi RPP-ga kompleksis on ON transfektsioon
efektiivsem ning nende lagundamine parsitud, vajab ka RPP-vahendatud transport tiiustamist.
Kéesolevas t60s uuriti kaltsiumi ioonide moju RPP-vahendatud ON transfektsioonile ja
SCO-ga suunatud splaissingu korrigeerimise efektiivsusele. T80 tulemusena avastati, et Ca?*
ioonid suurendavad olulisel méiral NP-de bioloogilist aktiivsust. Lisaks uuriti detailsemalt Ca?*
ioone sisaldavate RPP-SCO NP-de fiiiisikalisi omadusi, rakku tungimise ja toime mehhanisme.
Mirksonad: SCO, RPP, RPP-ON nanopartiklid, transfektsioon, kaltsiumi ioonid.
CERCS kood: B210, B200.

Effect of bivalent metal ions on CPP-mediated transfection and splice-correcting activity
of SCO

Oligonucleotides (ONSs), including splice-correcting ONs (SCOs), are highly promising
novel therapeutic agents. Multiple ONs have been used in clinics already for some years.
However, degradation of ONs in extra- and intracellular compartments and their low
transfection efficiency hinder their wide use in clinical practice. To overcome these obstacles,
several methods have been developed. One of the most promising transfection systems is based
on cell-penetrating peptides (CPPs) that bind ONs, forming CPP-ON nanoparticles (NPs).
Although ONs incorporated into NPs are more effectively transfected into cells, and they are
less likely degraded, novel strategies for increasing efficiency of NPs are required.

The aim of the present study was to investigate the effect of calcium ions on CPP-
mediated transfection and splice-correcting activity of SCO. It was found that Ca?* ions enhance
considerably biological activity of CPP-SCO NPs. In addition, physical properties and
mechanism of action of such NPs were studied in more detail.

Keywords: SCO, CPP, CPP-ON nanoparticles, transfection, calcium ions.

CERCS code: B210, B200.
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Kasutatud liithendid

AH — aminohape

ASO - antisenss-oligonukleotiid

CR — laengusuhe (charge ratio)

DMD — Duchenne lihasdiistroofia (Duchenne muscular dystrophy)

DMF — dimetiitilformamiid

EGFP — véimendatud roheline fluorestseeruv valk (enhanced fluorescent green protein)
ER — endoplasmaatiline retiikulum

FACS — fluorestsents-aktiveeritud rakkude sortimine (fluorescence-activated cell sorting)
iCa — intratsellulaarne kaltsium

KMI — Kkaltsiumi ja magneesiumi ioonid

MTT — 3-(4,5-dimetiiiiltiasol-2-iiiil)-2,5-difeniiiiltetrasooliumbromiid

MR — molaarne suhe (molar ratio)

NA — nukleiinhape (nucleic acid)

NF — NickFect

NP — nanopartikkel

ON — oligonukleotiid

PDNA — plasmiidne DNA

PF — PepFect

PI3K — fosfoinositiid 3-kinaas (phosphoinositide 3-kinase)

PS — fosforotioaat

rcf — suhteline tsentrifugaaljoud (relative centrifugal force)

RLU — suhteline luminestsentsi tihik (relative luminescence unit)

RPP — rakkudesse penetreeruv peptiid (ingl. k. CPP, cell penetrating peptide)
SCO - splaissingut korrigeeriv oligonukleotiid (splice-correcting oligonucleotide)
SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat (sodium dodecyl sulfate)

SR — piitidurretseptorid ehk scavenger retseptorid (scavenger receptors)

SSO - splaissingut muutev oligonukleotiid (splice-switching oligonucleotide)

ZP — zeta-potentsiaal



Sissejuhatus

Koos RNA interferentsi ja antisenss-mehhanismidega on splaissingut korrigeerivate
oligonukleotiidide (SCO, ingl. k. splice-correcting oligonucleotides) kasutamine iiheks viga
korge potentsiaaliga geeniteraapia strateegiaks. “Paljast” SCO-d lagundatakse Kiiresti nii
ekstra- kui ka intratsellulaarselt ning selle tungimine 1dbi plasmamembraani on véheefektiivne,
sellepérast on tootatud vélja erinevad transfektsiooni tehnoloogiad, mida pidevalt tdiustatakse.
Kasutatavaid vektoreid voib jaotada viraalseteks ja mitte-viraalseteks, millest esimeste
kasutamisega kaasneb terve rida turvalisusega seotud kiisimusi, nditeks voivad viirusvektorid
pOhjustada immuunvastuse ning ka pahaloomuliste kasvajate teket.

Kuna mitte-viraalsete vektorite kasutamine ei pdhjusta eelnimetatud probleeme, sobivad
need eeldatavalt paremini in vivo kasutamiseks. Koos siinteetiliste lipiidide ja poliimeeridega
kuuluvad nende hulka ka rakkudesse penetreeruvad/tungivad peptiidid (RPP-d), mis on
kdesoleva to0 peamiseks fookuseks. Kuigi mitte-viraalseid vektoreid on rakendatud juba
aastakiimneid, ei ole nende poolt vahendatud transfektsiooni efektiivsus in vivo rakendustes
ildjuhul piisavalt korge. Keemilise transfektsiooni efektiivsuse suurendamiseks on rakendatud
erinevaid ldhenemisi, millest mdoned on suhteliselt tdhusad, paraku ei ole universaalselt toimivat
lahendust seni leitud.

Kéesolevas toos uuriti SCO splaissingut korrigeerivat toimet RPP-del pohinevas
transfektsioonisiisteemis. T66 eesmérgiks oli uurida kahevalentsete metalliioonide moju RPP-
SCO nanopartiklite (NP) bioloogilisele toimele in vitro. Selleks teostati katseid, kus moodeti
SCO splaissingut korrigeerivat toimet kvantitatiivselt, vaadeldi SCO hulka ja jaotust rakkudes,
uuriti NP-de rakkudega seostumist ja rakusisest timberpaiknemist. Lisaks uuriti tipsemalt ka
metalliioone sisaldavate NP-de fiitisikalisi omadusi ja toksilisust rakkudele. T66s kasutati
erinevaid transportpeptiide ja analiiiisiti metalliioonide mdju SCO-de efektile kahes erinevas

rakuliinis.



1 Kirjanduse iilevaade
1.1 Geeniteraapia ja antisenss-teraapia

Geeniteraapia on ravimeetodite kompleks, mis on suunatud haigusseisundi
leevendamisele geenide avaldumise mojutamise teel. Selle voimalikeks ldhenemisteks on
haigusttekitava geenivariandi inaktiveerimine, selles esineva defekti parandamine v&i
funktsionaalse geneetilise materjali viimine rakkudesse terve geenikoopia puudusest tekitatud
kahju kompenseerimiseks. Geeniteraapiat on voimalik kasutada nii périlike geneetiliste
haiguste kui ka vihkkasvajate ja viirushaiguste ravis (FDA). Geeniteraapia kitsamas mottes on
puuduva voi mittefunktsionaalse geeni terve koopia viimine organismi, milleks kasutatakse
rekombinantse DNA tehnoloogiat ehk geen sisestatakse plasmiidi/viirusvektorisse (Gongalves
jaPaiva, 2017) vai sisestatakse siinteetilist mRNA-d rakkudesse. Geeniteraapia omaette haruks
on antisenss-teraapia, mille eesmérgiks ei ole mitte puuduva geneetilise materjali lisamine, vaid
haigusttekitavate mutatsioonide maskeerimine, muteerunud RNA lagundamine v&i
inaktiveerimine liihikeste mittekodeerivate DNA vdi RNA oligonukleotiidide (ON) abil ja mida

kéasitletakse detailsemalt kdesolevas to0s.

1.2 Antisenss-teraapias kasutatavate nukleiinhapete toimemehhanismid

Antisenss-teraapia pohimote seisneb nukleiinhappe (NA) paardumises mirklaud-RNA-
ga komplementaarsuse alusel. NA-terapeutikumide rakuliseks mérklauaks voib olla kas pre-
MRNA (splaissingut muutvate ON-ide ehk SSO-de korral) vdoi mRNA (nt miRNA, siRNA ja
antisenss-ON-ide korral). Peale seostumist toimivad ON-id kahel erineval printsiibil: ithed
indutseerivad marklaud-RNA degradatsiooni rakuensiitimide poolt ja teised blokeerivad seda
steeriliselt ega pohjusta lagundamist (Kole jt 2012). Esimene toimemehhanism on omane RNA
interferentsi kaudu toimivatele viikestele RNA-dele ja RNaas H poolt dratuntavatele antisenss-
ON-idele. Teise rithma kuuluvad translatsiooni ja voltumist blokeerivad ON-id ja SSO-d, mida
kasutatakse ka kédesolevas toos (Kole jt 2012; Monia jt 1993). Teisteks potentsiaalseteks
teraapilisteks NA-teks on ribosiiiimid ja DNAsiiiimid, mis lagundavad marklaud-mRNA-d,
ning aptameerid (nagu néiteks kliiniliselt kasutatav pegaptanib ehk Macugen) — NA segmendid,
mis interakteeruvad valkudega, héirides nende funktsioneerimist (Patil jt 2005). Lisaks
kasutatakse ka DNA-ga seostuvaid nn antigeenseid ON-e, mis tekitavad maérklaud-alale
tripleksi, blokeerides geeniekspressiooni transkriptsiooni tasemel (Stull jt 1995).

RNA interferents pohineb siRNA-de (small interfering RNA) voi miRNA-de (microRNA)

kasutamisel. Need seostuvad oma mérklaud-mRNA-ga kas tdieliku (siRNA) voi osalise
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(miRNA) komplementaarsuse alusel, misjérel dupleks lagundatakse RISC kompleksis (RNA-
induced silencing complex) ja geeniekspressiooni tase langeb (Carthew ja Sontheimer 2009).
Ravieesmaérkidel disainitud miRNA-d véivad olla organismis esinevate miRNA-de analoogid
(ehk miRNA mimeetikud) voi nende antagonistid (ehk anti-miR-id), s.t kui esimesel juhul on
marklauaks mRNA, siis anti-miR-id blokeerivad miRNA-d, suurendades vastava geeni
ekspressioonitaset (joonis 1). Naiteks kontaktdermatiidi (irritant contact dermatitis, ICD)
korral ei voimalda miR-146a ebapiisav hulk organismis pdletiku maha surumist normaalsele
tasemele ning vastava miRNA mimeetiku manustamine vahendab poletikuliste tsiitokiinide
ekspressiooni (Urgard jt 2016). siRNA toime néiteks on hepatotsiiiitide apoptoosi vahendava
Fas retseptori ekspressiooni inhibeerimine. Fas mMRNA-d lagundava siRNA siistimine hiirtele
vahendas olulisel maéral Fas hulka rakkudes ja maksakahjustust (Song jt 2003). Lisaks voivad
RISC kompleksi kaudu tootavad RNA-d olla disainitud voor-RNA lagundamiseks, nt
respiratoorse siintsiitsiaalse viiruse (RSV) N-valgu mRNA-ga paarduv siRNA inhibeerib RSV
aktiivsust (DeVinceno jt 2008). siRNA puhul vdivad osutuda probleemiks off-target efektid,
sest see voib seostuda mittetdieliku komplementaarsuse alusel (miRNA-tiiiipi seostumine)

mitme erineva RNA-ga rakus, vaigistades geene, mis ei ole selle mérklauaks (Burchard jt 2009).

MIMEETIK ANTAGONIST
P miRNA aktiivsus 4 miRNA aktiivsus
kaheahelaline iiheahelaline
oligonukleotiid oligonukleotiid
(”M Tm ti-miR
mimeetik l l =
RISC RISC
RISC
mRNA T MRNA "~
J geeniekspressioon 1 geeniekspressioon

Joonis 1. miRNA siinteetiliste analoogide ja antagonistide toime iildskeem. miRNA mimeetikud on tavaliselt
kaheahelalised oligonukleotiidid, mida rakus inkorporeeritakse RISC kompleksi ja need toimivad analoogselt
vastava miRNA-ga. miRNA antagonistid ehk anti-miR-id on iiheahelalised oligod, mis seostuvad oma marklaud-
miRNA-ga komplementaarsuse alusel ja blokeerivad selle toimet. Nii saab kas suruda maha (mimeetiku abil) voi
tosta (anti-miR-i abil) mérklaud-geenide ekspressioonitaset (kohandatud AptamiR Therapeutics jérgi).

Antisenss-ON-id (ASO-d) seostuvad méarklaud-mRNA-ga komplementaarsuse alusel ja
parsivad geeniekspressiooni. Nende toimemehhanismiks on kas dupleksi dratundmine ja

lagundamine RNaas H poolt voi ribosoomi alaiihikute seostumise blokeerimine ja translatsiooni
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parssimine (Monia jt 1993; Kole jt 2012). Dupleksi stabiilsus soltub suuresti marklaud-RNA
sekundaarsest struktuurist: lineaarse RNA-ga tekkiv dupleks on palju stabiilsem kui nt
juuksenodela struktuuri moodustava RNA-ga (Monia jt 1993). Lisaks imetaja RNaasi abil
toimivatele ASO-dele on olemas nn vilised suunavad jarjestused (external guide sequences),
mis paarduvad bakteriaalse MRNA-ga, misjarel dupleks vdtab tRNA kuju ja selle lagundab
bakteriaalne RNaas P (Kole jt 2012). Esimeseks ravimina kasutamiseks lubatud ON-iks oli
1998. aastal ASO Vitraveen ehk fomivirseen, mis blokeerib tsiitomegaloviiruse (CMV) RNA
translatsiooni (Crooke 1998). Seda kasutati pohiliselt HIV-nakatunud inimestel esineva
retiniidi raviks, kuid ravim eemaldati turult mone aasta pérast efektiivsemate ravivoimaluste
ilmumise tottu (DrugBank).

Teiseks suureks ON-ide rithmaks on SSO-d, mis kutsuvad esile marklaud-pre-mRNA
splaissingu timbersuunamist (Kole jt 2012) ja mida késitletakse detailsemalt peatiikis 1.2.2.

Eksogeensed geeniekspressiooni moduleerivad ON-id on tavaliselt 12-25 nukleotiidi
pikad, kuna liiga lithikesed ON-id ei ole piisavalt spetsiifilised ja liiga pikk jéarjestus raskendab
jallegi sisenemist rakku ning suurendab mittespetsiifilise autohiibridisatsiooni tdendosust (Patil
jt 2005).

1.2.1 Oligonukleotiidide keemilised modifikatsioonid

Modifitseerimata ON-e lagundatakse kiiresti rakuliste ekso- ja endonukleaaside poolt
(Dagle jt 1991). Et suurendada nende stabiilsust ja mirklauaga seostumise tugevust, viiakse
ON-ide struktuuri sisse keemilisi modifikatsioone, mis vdivad olla nii suhkrujddgis kui
fosfaatselgroos (joonis 2). Suhkrujadki modifitseeritakse eelkdige 2’ positsioonis, mille enim
kasutatavad asendused on nditeks O-metiiiil-, metoksiietiiiil-, fluoriid- v6i aminoriihm (Kole jt
2012; The biopolymer factory). Fosfaatriihma enimkasutatavaks modifikatsiooniks on selle
muutmine fosforotioaadiks (PS), mis tagab suurema stabiilsuse nukleaaside vastu.
Kompleksmodifikatsioonideks, mis hodlmavad nii suhkru- kui ka fosfaatjddki, on
fosforodiamidaat morfoliino oligomeerid (PMO) ja nende edasisel modifitseerimisel saadavad
positiivselt laetud PMOplus ja PPMO ehk PMO konjugaat RPP-ga (joonis 2) ning PNA
(peptide nucleic acid) (Pellestor ja Paulasova 2004).

Erinevatel pShimdtetel toimivatel ON-idel on lubatud modifitseerituse méaar erinev:
siRNA, miRNA ja médrklaua degradatsiooni indutseerivate ASO-de toime eeldab dratundmist
rakuensiiimide (vastavalt RISC kompleksi valkude ja RNaas H) poolt, mis piirab nendesse
sisseviidavate modifikatsioonide hulka. Teiselt poolt, translatsiooni blokeerivad ON-id ja SSO-

d ei vaja ensiitimide abi toime avaldamiseks, nii et keemilised modifikatsioonid ei takista nende
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funktsioneerimist. Naiteks 2’-O-metiiiil modifikatsiooniga ON-id ei ole RNaas H substraadiks,
mistottu niimoodi tdielikult modifitseeritud ON-id ei sobi kasutamiseks antisenss-teraapias, aga
on see-eest véga sobilikud splaissingu korrigeerimiseks (Monia jt 1993).

O \/alus Ny vo-/alus O alus ~ ()\/alus « 'Um/alus
' % _~_ _OCH, )
o 9 O Qi o X 0. O OCH; o O © o_ O OH
N ¥ % N N
CHECe) D7 0 $7 0 $7 o 0" o
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Joonis 2. Niited oligonukleotiide (ON) stabiliseerivatest modifikatsioonidest. Fosforotioaat (PS)
nukleiinhappe (NA) selgroo fosfaatjdédgis on iiks hapniku aatomitest asendatud védédvliga. 2’-metoksiietiiiil (2’-
MOE) ja 2’-O-metiiiil (2’-OMe) modifikatsioonid tagavad ON suurema vastupidavuse nukleaaside vastu ja
lukustatud nukleiinhape (locked nucleic acid, LNA) seostub tugevamini mérklauaga. Lisaks on vdimalik
suhkrujadki asendada morfoliino jadgiga ja fosfaatriihma fosforodiamidaatrithmaga — sellist ON nimetatakse
fosforodiamidaat morfoliino oligomeeriks (PMO). PMOplus sisaldab positiivselt lactud piperasiinrithma ning
PPMO on konjugeeritud positiivselt laetud peptiidiga. Kédesolevas t60s kasutati 2°-OMe modifikatsiooni
sisaldavaid PS-selgrooga RNA ON-e, mis on stabiilsemad kui modifitseerimata ON-id ja seostuvad tugevamini
oma mérklaud-RNA-ga (kohandatud Kole jt 2012 jirgi).

RNAI mehhanismiga toimivatel NA-del saab kasutada vaid vdga véikest arvu
modifikatsioone, eriti toimivas ehk antisenss-ahelas — ilma toimet vihendamata saab sinna
lisada vaid mone PS 3’ otsas ja mdne modifitseeritud suhkrujaédgi (Kole jt 2012). ASO-del on
tavaliselt PS selgroog ning kiilgmised nukleotiidid sisaldavad lisa-modifikatsioone (2’-MOE
voi 2’-OMe), kusjuures keskele jaetakse u 10 nukleotiidi pikk modifitseerimata (ainult PS
modifikatsiooniga) ala (“deoxy gap ”), mida tunneb dra RNaas H, mistottu neid kutsutakse ka
gapmeerideks (Monia jt 1993; Kole jt 2012).
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Kuna SSO-de ja translatsiooni blokeerivate ASO-de toime ei sdltu rakulistest
ensiiimidest, voivad need olla tdies wulatuses modifitseeritud. Kasutatavateks
modifikatsioonideks on nt 2’-O-metiiiil-fosforotioaat (2°0OMePS), PMO ja LNA, mis tagavad
korge aktiivsuse nii in vitro kui in vivo. Naiteks voib tuua Btk funktsiooni parandamist X-
liitelise agammaglobulineemia (XLA) hiiremudelis ja ka patsientide primaarsetes
leukotsiiiitides. Nii PMO kui ka 2'OMePS ja LNA modifikatsiooniga SSO-d olid efektiivsed
splaissingu korrigeerimiseks in vitro ja in vivo tingimustes (Bestas jt 2014). Kédesolevas t00s
kasutatud SSO-d sisaldasid 2’0-MePS modifikatsiooni. 2°0-MePS SSO-d seostuvad
tugevamini marklaud-RNA-ga ja on stabiilsemad ega kutsu esile méarklaud-RNA lagundamist
RNaas H poolt, mis on oluline, kuna eesmérgiks on valgusiinteesi taastamine, mitte parssimine
(Monia jt 1993; Kang jt 1998).

Erinevaid modifikatsioone sisaldavate NA-de omadused voivad olla erinevad, sdltudes
aga konkreetsest NA-st ja kontekstist, nii et universaalseid erinevusi on raske esile tuua. Naiteks
médrati mones uuringus 2°’OMePS ON-ide efektiivsus korgemaks kui analoogse PMO ON-i
oma (nt Chakravarthy ja Veedu 2019), kuigi teiste uurijate poolt on ndidatud, et PMO ON-id
on teatud juhtudel 2°’OMePS ON-idest efektiivsemad, olles samas vahem jarjestus-spetsiifilised
(Heemskerk jt 2009). Lisaks voivad erinevalt modifitseeritud ON-idel olla erinevad

farmakokineetilised omadused ja toksilisus (Heemskerk jt 2009).

1.2.2 Splaissingut muutvad oligonukleotiidid (SSO-d)

SSO-d on 15-25 nukleotiidi pikad ON-id (Ezzat jt 2011), mis seostuvad splaissingut
suunavate jarjestustega pre-mRNA-s. Kdik SSO-d pdhjustavad splaissingu muutust, kuid need
voivad toimida erinevaid mehhanisme kasutades, milleks on eksoni vahelejdtmine (exon
skipping), nagu see toimub Duchenne lihasdiistroofia (Duchenne muscular dystrophy, DMD)
korral (Aartsma-Rus ja Van Ommen 2007); aberrantse splaissingu blokeerimine nt X-liitelise
agammaglobulineemia ehk XLA ja beeta-talasseemia korral (Bestas jt 2014; Kang jt 1998);
eksoni taaskasutus nt spinaalse lihasatroofia (spinal muscular atrophy, SMA) korral (Hua jt
2008) ning splaissingufaktorite eemaldamine kordusjérjestustelt nt miiotoonilise diistroofia
korral (Wheeler jt 2010).

DMD korral on haigussiimptomite pohjuseks funktsionaalse diistrofiini véhesus voi
puudumine. Selle haiguse ravimiseks on kasutatud geeniteraapiat, siistides patsientidele
normaalse diistrofiini geeni pPDNA kujul (Romero jt 2004) voi kasutades transfektsiooniks
adeno-assotsieeritud viirusvektorit (Mendell jt 2010), kuid otsese pDNA injektsiooni tulemusel

saavutatud ekspressioonitase oli viga madal ja viirus-vahendatud transfektsiooni puhul osutus
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probleemiks immuunvastus rekombinantsele diistrofiinile. DMD-d pohjustab sageli deletsioon
diistrofiini geenis, mis holmab kaht eksonit, rikkudes lugemisraami ja pdhjustades lithema
mittefunktsionaalse ja ebastabiilse valgu siinteesi (joonis 3). DMD teraapias kasutatav ON
paardub eksonis 51 oleva splaissingu-saidiga, pdhjustades vastava eksoni vahelejatmist. See
taastab lugemisraami ning siinteesitakse lilhem, aga see-eest osaliselt funktsionaalne valk
(Aartsma-Rus ja Van Ommen 2007).

Dastrofiin (valk)

tsentraalne tividomeen

aktiini siduv domeen beeta-diistroglikaani siduv domeen

DMD: deletsioon ekson 49-50

Intron 48/Intron 50 Intron 52

l Lugemisraam on rikutud

Ekson 43 Ekson 51 Ekson 52
E

nneaegne stoppkoodon

l Mittefinktsionaalne distrofiin

@

Lugemisraami taastamine ekson 51 vahehelejitmise abil

~ Iniron 48/Intron 50 Intron 52
— gy niron 48/1nfron 50 oy, > Ekson 52 3

l Ekson 51 jaetud vahele — lugemisraam taastatud

l Osahselt finktsionaalne diistrofin

@—@

Joonis 3. Spaissingu iimbersuunamine splaissingut muutva oligonukleotiidi (SSO) abil Duchenne
lihasdiistroofia korral. Distrofiin koosneb kolmest domeenist (iilemine pilt). Deletsioon, mis rikub
lugemisraami, pdhjustab liihema mittefunktsionaalse valgu siinteesi (keskmine pilt). SSO seostumise tulemusel
splaissitakse mutatsiooniga ekson 51 vilja (alumine pilt). See taastab lugemisraami ning rakkudes siinteesitakse
osaliselt funktsionaalne valk (kohandatud Aartsma-Rus ja Van Ommen 2007 jargi).

XLA ehk Brutoni tdve pdhjuseks on mittefunktsionaalne BTK ehk Brutoni
tiirosiinkinaas. Funktsionaalsuse kadu voivad pdhjustada véga erinevad mutatsioonid: suured
insertsioonid ja deletsioonid, mittesiinoniiimsed missenss- ja nonsenss-mutatsioonid,
splaissingu defektid ja raaminihke mutatsioonid. Need koik voivad pohjustada XLA-d,
kusjuures splaissingu defektid on haiguse pohjuseks umbes 1/9 juhtudest (Conley jt 1998).
Splaissingu defekti pdhjustab punktmutatsioon, mille tottu liilitatakse mRNA koosseisu 4.

introni osa, mille sees asub enneaegset translatsiooni terminatsiooni pohjustav stoppkoodon.
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SSO, paardudes pre-mRNA-ga, blokeerib aberrantset splaissingut pdhjustava jérjestuse (Bestas
jt 2014) (joonis 4). Antud juhul toimub normaalse splaissingu taastamine, nii et selliselt
toimivaid SSO nimetatakse SCO-deks ehk splaissingut korrigeerivateks ON-ideks. Sama
printsiibi jargi toimib SCO, mida kasutatakse beeta-talasseemiat pohjustava aberrantse

splaissingu korrigeerimiseks beeta-globiini 2. intronis (joonis 5 ja Lisa 5).

Ekson ... Pseudoekson Ekson
4 d & e , : - 5
GTTTAG G/i\AAGT
T
St?pp
Aberrantne splaissing SCO-vahendatud splaissingu
korrigeerimine
Mutantne 57K mRNA Metsiktiiiipi 57K mRNA
4 5 4 5

Enneaegne translatsiooni terminatsioon

Joonis 4. Splaissingut korrigeeriva oligonukleotiidi (SCO) toimemehhanism XLA (X-liitelise
agammaglobulineemia) ehk Brutoni tove korral. XLA korral on patsiendi Btk (Brutoni tiirosiinkinaas)
mittefunktsionaalne. Uheks vdimalikuks pdhjuseks on splaissingu muutus, mille puhul siinteesitakse
pseudoeksonit sisaldav mRNA, mille translatsioon katkeb enneaegselt stoppkoodoni tdttu. Pohjuseks on A—T
asendus, mille tottu tekib splaissingu doonorsait 4. introni sees. SCO, paardudes mRNA-ga, blokeerib vale
splaissingu, taastades normaalse translatsiooni (kohandatud Bestas jt 2014 jargi).

Normaale splaissing @~==0o-=-e---e- Aberrantne splaissing

=“*~__ 3 kruptiline
T L--

ON-3'C

Joonis 5. Splaissingu muutmine HelLa pLuc705 reporter-rakuliinis. Skeemil on kujutatud lutsiferaasi geeni
pre-mRNA, kuhu on sisestatud inimese beeta-globiini 2. intron, mis sisaldab splaissingu doonorsaiti tekitavat
ithenukleotiidset asendust (T—G) positsioonis 705. See aktiveerib kriiptilise splaissingu aktseptorsaidi (3’
kriiptiline) tilesvoolu, pShjustades valet splaissingut ja valgu siinteesi, kuna vilja splaissimata introni osa sisaldab
stoppkoodonit ja translatsioon peatub enneaegselt. Introni all on nididatud oligonukleotiidid (ON) — ON-705 ja
ON-3"C — mis omavad splaissingut korrigeerivat aktiivsust, blokeerides vastavalt vale splaissingu doonor- voi
aktseptorsaidi (nendest ON-705 on efektiivsem) (kohandatud Kang jt 1998 jérgi).

SMA (spinaalse lihasatroofia) pohjuseks on funktsionaalse SMN1 (survival motor neuron
1) valgu puudumine, mida pShjustab vastava geeni homosiigootne deletsioon vai selle sisesed
mutatsioonid (Hua jt 2008). SMN2 on SMNL1 paraloog, mis ei asenda seda, kuna selle
splaissingu kédigus jaetakse vahele 7. ekson. Kasutatav ON blokeerib ISS (internal splicing

silencer) 7. intronis, voimaldades funktsionaalse SMN2 ekspressiooni (Hua jt 2008).
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Miiotoonilist diistroofiat (Dystrophia myotonica, DM; ja tipsemalt DM1) pdhjustab
[CTG]-korduste ekspansioon DMPK (DM proteiinkinaasi) geenis. Vastav RNA akumuleerub
tuuma ja seostudes splaissingu faktoritega pérsib see alternatiivset splaissingut ning pohjustab
lihase funktsioneerimise haireid (Pistoni jt 2010). Splaissingu korrigeerimise mehhanism selle
haiguse ravil on kaudne: ON paardub kordustega ja blokeerib nende interaktsiooni valkudega,
vabastades seega splaissingu faktoreid ja taastades normaalse alternatiivse splaissingu (Wheeler
jt 2010). Teiseks voimalikuks DM ravi strateegiaks on ASO-indutseritud mRNA 15ikamine
(Jauvin jt 2017).

Splaissingu muutmise vdimaluste uurimiseks ja vastavate ravimite véljatootamiseks
luuakse tihtipeale reporter-rakuliinid. Nt XLA jaoks on olemas mitu pLuc705 rakuliini (Kang
Jt1998; Rocha jt 2016), millest iiks on HeLa pLuc705 (Kang jt 1998), mida kasutati kdesolevas
t00s.

Voimalikuks alternatiiviks ON teraapiale on CRISPR (clustered regularly interspaced
short palindromic repeats) siisteemi rakendamine, millega tekitatakse splaissingu-saiti

rikkuvaid mutatsioone, taastades seega lugemisraami (joonis 6).

Metsiktiitipi geen Translatsioon /\_

DN
] Funktsionaalne

ﬂ Mutatsioon valk

Lugemisraami nihkega transkriptid Funktsionaaltie
produkt puudub

AN/ B~
Pre-mRNA DNA
HEPEPDEE e vow's
SSO s
% \Q (__) CRISPR

o -

Normaalse lugemisraamiga transkriptid .
g g P Lithem valk

Joonis 6. Splaissingut muutva oligonukleotiidi (SSO) ja CRISPR vahendatud splaissingu muutmine ja
tipsemalt eksoni vahelejitmise indutseerimine. SSO voib maskeerida splaissingu-saiti, pdhjustades ebavajaliku
ala viljaldikamist; kasutades CRISPR, saavutatakse sama efekt, tekitades mutatsioone splaissingu-saidis
(kohandatud Hwang ja Yokota 2019 jargi).

1.2.3 Ravimina kasutatavad oligonukleotiidid

ON-id on ndidanud ennast efektiivsete ja ohutute potentsiaalsete NA-pohiste
terapeutikumidena nii in vitro kui in vivo katsetes, nii et hulk ON-e on joudnud Kkliiniliste
katseteni, millest osa omakorda on saanud miiiigiloa. Jargmiselt on toodud moned niited

kliinilise kasutuseni jdudnud ON-pdShistest ravimitest.
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Esimeseks ravimiametite loa saanud ASO ravimiks sai 1998. aastal USA-s ja aasta hiljem
ka Euroopas fomivirsen (Vitravene), mis blokeerib tsiitomegaloviiruse (CMV) RNA
translatsiooni (Crooke 1998). Seda kasutati HIV-nakatunud inimestel esineva retiniidi raviks,
kuid selle tootmine peatati mone aasta pérast efektiivsemate ravivoimaluste ilmumise tottu
(hakati rakendama HAART teraapiat, mille tottu retiniiti haigestumine langes drastiliselt)
(DrugBank; FDA).

2004. aastal toodi turule pegaptanib (Macugen), mis on modifitseeritud itheahelaline ON,
mis kiill ei to6ta antisenss-mehhanismi kaudu, vaid on aptameer ning seostub spetsiifiliselt
VEGF-iga (vascular endothelial growth factor), mis méngib keskset rolli vanusega seotud
kollatdhni degeneratsioonis (age-related macular degeneration, AMD) [8]. Samas on ka selle
ravimi kasutamine monevorra langenud efektiivsemate ja odavamate alternatiivide
kasutuselevotu tottu (Stein ja Castanotto 2017).

2013. aastal kiideti USA-s heaks mipomersen (Kynamro) homosiigootse perekondliku
hiiperkolesteroleemia raviks (Drugs.com). See on antisenss PS gapmeer, mis indutseerib ApoB-
100 mRNA lagundamist (Crooke jt 2005). Selle kasutamine on piiratud tosiste kdrvalmdjude
tottu.

2016. aastal lubati kasutusse eteplirsen (Exondys 51, Sarepta) — SSO, mis parandab
splaissingut DMD korral (u 14% juhtudel, mis on pdhjustatud 51. eksoni mutatsioonidest)
(Drugs.com; BioPharma Dive) (Scoto jt 2018).

2016. aastal kiideti FDA poolt heaks naatrium defibrotiid (Defitelio), mida kasutatakse
hepaatilise veno-oklusiivse haiguse (VOD) ehk sinusoidaalse obstruktiivse siindroomi raviks
nendel patsientidel, kellel peale HSC (hematopoeetiliste tiivirakkude) transplantatsiooni areneb
organi diisfunktsioon (Drugs.com). Selle eripdra seisneb selles, et defibrotiid on mitte-
stinteetiline poliidispersne segu erineva pikkusega DNA 15ikudest, mis saadakse sea
sooleepiteeli DNA eraldamisel ja depoliimeriseerimisel (saadavate fragmentide keskmine
pikkus on 50 nukleotiidi, varieerudes 9-80 nukleotiidini), aga selle toimemehhanism pole
10plikult selge (Stein ja Castanotto 2017).

2016. aastal andis FDA kasutusloa nusinersenile (Spinraza) — SSO, mida kasutatakse
SMA raviks (DrugBank). Nusinersen indutseerib SMN2 geeni 2. eksoni taaskasutust,
blokeerides splaissingut vaigistava elemendi korvalasuvas intronis (Hua jt 2010).

2018. aastal lubati FDA poolt turule esimene siRNA-pohine ravim patisiran (Onpattro),
mis vaigistab mutantse transtiiretiini MRNA-d ja mida kasutatakse poliineuropaatia ravimiseks
pariliku transtiiretiin-vahendatud amiiloidoosiga tdiskasvanutel (DrugBank; FDA). Patisirani ja
teiste hetkel kasutusel olevate siRNA terapeutikumide farmakoloogiline toime pdhineb siRNA-

GalNAc konjugaatide suunamisel maksa, kus need seostuvad retseptoriga ja internaliseeritakse
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hepatotsiititide poolt (Springer ja Dowdy 2018). Sama haiguse ravimiseks on to6tatud vilja ka
2018. aastal turule lubatud ASO inotersen (Tegsedi) (Drugs.com); see seostub transtiireiini
MRNA-ga, kutsudes esile selle lagundamist (Gales 2019).

Koikide loetletud ravimite manustamisviisiks on injektsioon: kas lokaalne (nt fomivirsen,
pegaptanib, nusinersen), subkutaanne (inotersen, mipomersen) voi intravenoosne (eteplirsen,
defibrotiid, patisiran). Need on iihed kallimad ravimid, mille hind v6ib ulatuda mitmesaja
tuhande dollarini: nt DMD ravi maksumus eteplirseniga on 750 000 kuni 1,5 miljonit USD
aastas ja nusinerseniga 375 000 kuni 750 000 USD aastas (Pharmaceutical).

1.3 Nukleiinhapete transfektsiooni meetodid

NA-pdhineva teraapia suurimaks viljakutseks on NA efektiivne viimine sihtmirk-
rakkudesse. Voor-NA sisenemine rakkudesse on vaheefektiivne (juba sellepérast, et nii NA kui
rakupind on negatiivselt laetud) ja isegi kui NA siseneb rakku, lagundatakse see kiiresti (Dagle
jt 1991; Patil jt 2005). Ravitoimet avaldavaks iihendiks vdib olla kas NA ise (nt miRNA,
SIRNA, SSO-de puhul) voi selle ekspressiooni tulemusel siinteesitav valk (geneetilise materjali
puhul, mida transfekteeritakse plasmiidi voi viirusvektori koosseisus voi mRNA-na) (Uherek
ja Wels 2000). Viirusvektoreid voi sisestamist plasmiidi kasutatakse tavaliselt Suurte DNA voi
RNA segmentide (nt geenide) viimiseks organismi, misjirel toimub nende transkriptsioon ja
translatsioon ning avaldub vajalik toime (Patil jt 2005), aga ka nt ShRNA (short hairpin RNA)
ekspresseerimiseks (Labome). Lithemaid NA-sid (SIRNA, miRNA, ASO-d jm)
transfekteeritakse tavaliselt toimival, s.t transkriptsiooni mitte-vajaval kujul kahe- (nt siRNA ja
miRNA mimeetikud) voi tiheahelalisena (nt SSO-d).

NA-de transfektsiooni meetodid voib jagada kahte pohirithma: viraalseteks vektoriteks ja
mitte-viraalseteks meetoditeks, mida kasutatakse “palja” NA (nt pDNA ja NA segmentide)

transfektsiooni efektiivsuse suurendamiseks.

1.3.1 Viirusvektorid

Viraalsete vektoritena kasutatakse adeno-, retro-, parvo-, herpes- ja adeno-assotsieeritud
viiruseid, mis on muudetud replikatsiooni-voimetuks, kuid millel on séilinud loomulik rakku
invasiooni véime (Cevher jt 2012; Naso jt 2017; Witlox jt 2007; Blechacz ja Russell 2004).
Erinevad viirusvektorid erinevad {iiksteisest nii geneetilise materjali tiitibi (lihe- voi
kaheahelaline DNA vdi RNA) kui ka immunogeensuse, ekspressiooni efektiivsuse ja kestuse

ning nukleotiidse materjali hulga poolest, mida saab nende abil transfekteerida (Witlox jt 2007).
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Modned kasutatavatest vektoritest (herpes- ja adenoviirused) ei integreeru peremehe DNA-sse
(joonis 7), osad aga (adeno-assotsieeritud, gammaretroviirused ja lentiviirused, nt HIV)
integreeruvad. Viirusvektorisse saab sisestada suurt hulka transgeenset materjali (kilo-
aluspaarides) (Witlox jt 2007).

Adenoviirusvektor

Vihirakk

- TUUMORSUP-
RESSORGEENID

Taastub metsik-
tutipi funktsioon

g_ . APOPTOOSI
R Eelravim
* TSUTOKIINIDE j~ © Tolcsiine metapolit
GEENID o DAk

W

Bystander

(|  sutokiinid

Stimulatsioon

Joonis 7. Adenoviirusvektori kasutamine osteosarkoomi raviks. Rakku viidavaks transgeeniks on tavaliselt
funktsionaalne tuumorsupressorgeen (mutatsiooni kompensatsiooni teraapia), apoptoosi geen (molekulaare
kemoteraapia, mille puhul mitte-toksiline ravim konverteeritakse vihirakus toksiliseks metaboliidiks transgeenilt
ekspresseeruva ensiilimi abil) v0i immuunsiisteemi stimuleerivat voi selle poolt vidhirakkude &ratundmist
suurendavat valku kodeeriv geen (immunopotentseerimisteraapia). Bystander efekt tihendab, et toksiline produkt
surmab mitte ainult seda ekspresseeriva raku, vaid ka naaberrakke, nii et mitte kogu populatsioon ei pea olema
efektiivselt transfekteeritud (kohandatud Witlox jt 2007 jargi).

Esimeseks geeniteraapias kliiniliselt kasutatavaks ravimiks sai 2004. aastal gendicine,
mida kasutatakse pea- ja kaelavdhi ravis ning mis kujutab endast p53 geeni
(tuumorsupressorgeeni) sisaldavat adenoviirusvektorit; see on osutunud efektiivseks ja ohutuks
lisaks standardsele teraapiale (Zhang jt 2018).

Viirusvektorite pohiliseks eeliseks on efektiivne transfektsioon ja transgeeni stabiilne
ekspressioon, kuid probleemideks on immunogeensus ja vdimalik kantserogeensus (Naso jt
2017). Adeno-assotsieeritud viirusvektorit loetakse kdige ohutumaks, kuna selle
immuunsiisteemi stimuleeriv toime on ndrgem kui teistel kasutatavatel viirusvektoritel ja

integratsioon on jarjestuse-spetsiifiline (Daya ja Berns 2008).

1.3.2 Mitte-viraalsed transfektsioonimeetodid

Nii pDNA kui ka lineaarsete NA-de (SSO, siRNA, miRNA, aptameerid jne) korral on

tegemist nn “palja” NA-ga, mille sisenemine rakku on viheefektiivne ning rakuvéline ja -sisene
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stabiilsus vdga madal. Seetottu rakendatakse erinevaid strateegiaid, mis parandavad NA-de
transfektsiooni efektiivsust ja joudmist rakusisese sihtmargini. Lisaks suurendavad NA-de
stabiilsust ja tugevdavad seostumist rakulise mirklauaga keemilised modifikatsioonid, mida
késitleti detailsemalt peatiikis 1.2.1 (v.a pDNA, mida ei modifitseerita).

Laias laastus voib “palja” NA transfektsiooni hdlbustavaid meetodeid jagada kaheks:
fuitisikalisteks (nt elektroporatsioon, mikroinjektsioon, sonoporatsioon, hiidrodiinaamiline ja
biolistiline transfektsioon) (Luo ja Saltzman 2000; Cevher jt 2012), millel siin ei peatuta, ja
keemilisteks meetoditeks.

Tavaliselt on NA transfektsiooniks kasutatavaks keemiliseks vektoriks katioonne iihend,
mis moodustab kompleksi negatiivselt laetud NA ehk oma lastmolekuliga (Luo ja Saltzman
2000). Et muuta NA transfektsiooni efektiivseks, peab vektor iildjuhul tdiitma mitut funktsiooni.
Esiteks peab vektor, komplekseerudes NA-ga, tagama selle stabiilsuse ekstratsellulaarses
ruumis. Jargmiseks kriitiliseks etapiks on kompleksi seostumine rakupinnaga ja sisenemine
rakku, mis toimub valdavalt endotsiitoosi teel (Luo ja Saltzman 2000). Uheks olulisemaks NA-
de rakus toimimist piiravaks teguriks on nende lagundamine endosoomides (Veiman jt 2013),
s.t vektor peab ka tagama NA vabanemise endosoomist enne, kui selle sisemus muutub
happeliseks ja hiidroliiiitilised ensiiiimid lagundavad kompleksi komponendid. Jargmisteks
kriitiliselt olulisteks etappideks on NA dissotsieerumine vektorist, tsiitoplasmaatilise
lagundamise véltimine (Selles etapis on olulised NA stabiilsust suurendavad keemilised

modifikatsioonid) ja sisenemine rakutuuma SSO ja pDNA korral (joonis 8).

it Vektor DNA
7 transfektsiooniks

DNA-p&hine
ravim
&
B
%“@ 2 Rakumembraan
DNA-vektor

kompleks

Joonis 8. Nukleiinhappe (NA) vektorvahendatud mitte-viraalse transfektsiooni iildskeem. Viljaspool rakku
tekitatakse NA kompleks vektoriga (1), mis jargnevalt seostub raku pinnaga (2) ja internaliseeritakse (3), mille
tulemusel satub see endosoomi (4). Seejdrel toimub kompleksi vdi vaba NA vabanemine endosoomist (5) ning
esimesel juhul selle dissotsieerumine vektorist (6). Nende NA-de puhul, mille toimekohaks on rakutuum (nt SSO-
d), on 15pp-etapiks liikumine tuuma (7) (kohandatud Patil jt 2005 jérgi).
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Uheks esimeseks aineks, mida kasutati (viraalse) RNA transfektsiooni efektiivsuse
suurendamiseks, oli DEAE-D ehk dietiiiilaminoetiiiil-dekstraan (Vaheri ja Pagano 1965).
Transpordivektorina kasutatakse ka anorgaanilisi ithendeid: nt Ca-fosfaati kasutati adenoviiruse
DNA komplekseerimiseks juba 1973. aastal (Graham ja Eb 1973). Paraku on malemal meetodil
omad miinused, niiteks toksilisus ja transfektsiooni efektiivsuse ning bioloogilise efekti suur
varieeruvus (Luo ja Saltzman 2000). Veel on itheks anorgaaniliseks vektoriks kaltsiumi ioonid,
mida on kasutatud siRNA kompakteerimisel nanopartikliteks (NP) (Goldshtein jt 2016).

Oluliseks labimurdeks NA-de transfektsioonis oli lipiidsete siisteemide, s.t lipofektsiooni
kasutuselevott 1987. aastal (Felgner jt 1987). Katioonse lipiidi interaktsioonil NA-ga saadakse
lipopleksid (joonis 9), millega transfektsioon on kordades stabiilsem ja efektiivsem Kkui
eelnevalt kasutatud meetodite korral. Lipofektsiooni puudusteks on katioonsete lipiidide
tsiitotoksilisus ja immuunsiisteemi stimuleeriv toime (Dass 2004).

Teiseks suureks vektorite rithmaks on katioonsed poliimeerid (nt PLL, polii-L-liisiin; PEI,
poliietiileenimiin; poliisahhariid kitosaan), mille interaktsioonil NA-ga tekivad partiklid, mida
nimetatakse poliipleksideks (Mellet jt 2010) (joonis 9).

Lipud Nukleiinhape Lipopleks

+ e
+OST -

Poliimeer Nukleiinhape Poliipleks

Joonis 9. Lipoplekside ja poliiplekside tekke skeem (kohandatud Rafael jt 2015 jirgi).

NA vektoritena kasutatavate erinevate katioonsete ainete hulk on viga suur. Uheks histi
defineeritud struktuuriga katioonsete poliimeeride néiteks on dendrimeerid (joonis 10). Need
on siinteetilised harunevad poliimeerid, millel on defineeritud diameetri ja laenguga sfdériline

struktuur (Haensler ja Szoka 1993).
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Joonis 10. Dendrimeerid ja nende komplekseerumine lastmolekuliga (kohandatud Caminade ja Turrin
2014 jargi).

Uheks eripéraseks voimaluseks on tsiiklodekstriinide kasutamine transfektsioonil (Mellet
jt 2010). Need on looduslikud tsiiklilised oligosahhariidid, mis moodustavad 66nega struktuuri,
mille sisse sobituvad mitmed madalmolekulaarsed ravimid, aga ka ON-id (Mellet jt 2010).
Samuti on ON-ide transfektsiooni vahendajatena kasutatud katioonseid porfiiriine
(Benimetskaya jt 1998), mis on heterotsiiklilised orgaanilised iithendid. NA-de kapseldamiseks
kasutatakse ka erinevatest iihenditest tekitatud mikrosfadre (Dass 2004).

Suhteliselt hiljuti on vektoritena leidnud véga laialdast kasutust rakku penetreeruvad
peptiidid (RPP). Need on enamasti alla 30 aminohappe (AH) pikad peptiidid, millel on omadus
ldbida bioloogilisi membraane, vedades endaga kaasas teisi molekule, milleks vdib olla nii
SSO, siRNA, pDNA kui ka peptiid voi valk (Pooga ja Langel 2015; Kristensen ja Nielsen
2016). RPP-vahendatud transfektsioon on ka kdesoleva t66 fookuseks.

1.3.2.1 Rakkudesse penetreeruvad peptiidid (RPP-d)

Esimesteks avastatud looduslikeks RPP-deks olid Tat ja penetratiin. Tat (Trans-activator
of transcription) on 86 AH pikk HIV valk, millel esmakordselt avastati voime siseneda
rakkudesse (Frankel ja Pabo 1988; Green ja Loewenstein 1988) ja hiljem rakendati selle
liihemat varianti ka vektorina (Nagahara jt 1998; Schwarze 1999). Penetratiini eellaseks oli
Drosophila Antennapedia nimelise valgu homeodomeen, mis on DNA-d siduv 60 AH pikk
valgu osa (Joliot jt 1991). Hiljem avastati, et transfektsioonis méngivad votmerolli mdlema
valgu lithikesed piirkonnad — Tat valgu 11 AH pikk osa (Vives jt 1997), mida kutsutakse ka Tat
peptiidiks (pTat), ja Antennapedia homeodomeeni 16 AH pikk kolmas heeliks ehk penetratiin
(Derossi jt 1994).
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Kimairsete RPP-de hulgast introdutseeriti esimesena 1998. aastal transportaan (TP), mis
oli pandud kokku kahest looduslikust peptiidist ja koosneb 27 AH-st (Pooga jt 1998). 2000.
aastal siinteesiti TP10, mis on TP analoog, mille N-terminuses puudub kuus esimest AH
(Soomets jt 2000). TP10 N-otsa steariitilimisel saadi omakorda PepFect3 (PF3) (Mie jt 2009),
mis sai teiste PF-ide ja NickFect’ide (NF) (Arukuusk jt 2013) eclkéijaks.

PF perekonna liige PF14 voeti kasutusele 2011. aastal. See disainiti Ezzat ja kolleegide
poolt steariitilitud TP10 baasil, asendades peptiidis isoleutsiinid leutsiinidega ja liisiinid
ornitiinidega (ornitiini kiilgahel on liisiini omast lithem, mis vdimaldab tugevama seostumise
lastmolekuliga) (Ezzat jt 2011). Steartiilriihm omakorda tagab tugevama mitte-kovalentse
seostumise NA-ga hiidrofoobsete interaktsioonide arvelt, efektiivsema vabanemise
endosoomidest ja tdendoliselt ka RPP-NA NP-de suurema stabiilsuse seerumi juuresolekul
(Van Asbeck jt 2013; Veiman jt 2013). PF14 (nagu ka PF6) niitas ennast efektiivse vektorina
siRNA, miRNA ja SCO transfektsioonis (Van Asbeck jt 2013; Urgard jt 2016; Juks jt 2015).
Kuigi moned NA transfektsiooniks disainitud RPP-d (nt PF6 ja PF14) on vaba peptiidina
toksilisemad kui valkudest périnevad penetratiin voi pTat (Van Asbeck jt 2013), siis nende
suurem efektiivsus NA transpordil kaalub selle iiles ning {ildine RPP-de toksilisus jaab oluliselt
madalamaks vorreldes nt lipiidsete vektoritega (Urgard jt 2016; Langel jt 2011).

RPP-d voivad fiitisikalis-keemiliselt olla katioonsed ehk positiivselt laetud, amfipaatsed
voi hiidrofoobsed (Pooga ja Langel 2015). Katioonsete hulka kuuluvad peptiidid, mis
sisaldavad paljusid positiivselt laetud aminohappeid (nt pTat) voi koosnevad nendest taielikult
— poliarginiinid (Wender jt 2000; Rothbard jt 2000) ja poliiliisiinid (Zauner jt 1998).
Amfipaatsed peptiidid omavad hiidrofoobset ja hiidrofiilset osa ning nende hulka kuuluvad
nditeks penetratiin ning TP ja tema derivaadid. Hiidrofoobsed peptiidid koosnevad valdavalt
hiidrofoobsetest AH-test. Modned RPP-d sisaldavad NLS-i  (nuclear localisation
signal/sequence), mis voimaldab RPP-lastmolekul NP translokatsiooni tuuma (Morris jt 1997).
RPP efektiivsusel on eriti oluline roll positiivselt lactud (liisiin, arginiin) ja hiidrofoobsete (eriti
triiptofaan) AH-te olemasolul ja asukohal RPP jarjestuses; lisaks mangib monede RPP-de puhul
rolli nende L/D-stereokeemia (Kristensen ja Nielsen 2016).

RPP voib olla seotud oma lastmolekuliga nii kovalentselt, nt disulfiidsildade kaudu (Patel
jt 2009), kui ka mitte-kovalentselt (Morishita jt 2007) — sel juhul on olulisel kohal
elektrostaatilised ja hiidrofoobsed interaktsioonid. NP-d, mida moodustavad erinevad PF-id
oma lastmolekulidega, voivad olla vagagi erineva suuruse ja kujuga: nditeks néidati hiljuti, et
PF6 moodustab miR-146a-ga viga regulaarseid sfadrilisi NP-sid diameetriga 30-50 nm, aga
PF14 NP-d sama miRNA-ga olid viiksemad, ebaregulaarsema kujuga ja moodustasid tihtipeale
agregaate ja pikki hargnevaid filamente (Margus jt 2016; Urgard jt 2016).
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1.4 Transfekteeritava nukleiinhappe teekond rakusisese sihtmérgini

Toime avaldamiseks peab NA joudma oma toimekohani, milleks peab see tegema labi
kaheetapilise rakku sisenemise protsessi: peab toimuma seostumine rakupinnaga ja tungimine
1abi plasmamembraani, misjdrel satuvad NP-d endosoomidesse. Rakku sisseviidava NA
toimekohaks on kas tsiitoplasma (miRNA ja siRNA jaoks) voi rakutuum (nt SCO-del ja pDNA-
I) ning selleni joudmiseks peab toimuma endosoomidest vabanemine, mis on ddrmiselt
oluliseks etapiks, kuna vastasel juhul toimub lastmolekuli lagundamine endo-liisosomaalse raja
organellides. Samuti ei tohi NA vektori kiilge kinni jddda, s.t peab toimuma dissotsieerumine
vektorist ning tuuma suunatud NA-de puhul on lisaetapiks liikumine tuuma. Alla 20 nt pikad
ON-id vodivad vabalt pddseda tuuma 14bi tuumapooride (Kang jt 1998), aga pDNA korral on
selleks vajalik raku jagunemine.

1.4.1 ON-RPP NP-de sisenemine rakku

RPP-de rakku sisenemise voimalikeks mehhanismideks on otsene membraanide ldbimine
ehk penetratsioon/translokatsioon ja endotsiitoos (Jiao jt 2009). Rakku sisenemise mehhanism
soltub nii RPP-st kui ka lastmolekuli olemasolust ja tiiiibist (Tiinnemann jt 2006; Lorents jt
2012). SCO-RPP NP-de puhul on pohiliseks rakku sisenemise viisiks endotsiitoos (Juks jt 2015;
Juks jt 2017).

Endotsiitoosi pohiliikideks on fagotsiitoos ja pinotsiitoos ning viimane jaguneb omakorda
Klatriin-, kaveoliin-sdltuvaks endotsiitoosiks, makropinotsiitoosiks ning klatriin- ja kaveoliin-
sOltumatuks endotsiitoosiks, mis omakorda vdib olla kas dinamiin-sdltuv vdi -sdltumatu
(joonis 11). Fagotsiitoos on omane eelkdige fagotsiiiitidele ehk dgirakkudele, mille iilesandeks
on patogeenide eemaldamine organismist. Pinotsiitoosi kasutavad aga kdik organismi rakud
ning selle funktsioonid on palju laialdasemad: nendeks on nii signaliseerimine ja homgostaasi
sdilitamine kui ka eksogeensete ainete, s.h NP-de sissevotmine (Nelemans ja Gurevich 2020).

Erinevate NA-RPP NP-de internaliseerimisel prevaleerivad erinevad pinotsiitoosi liigid.
Niiteks Ca?*-siRNA NP-de internaliseerimiseks kasutatakse Klatriin-, kaveoliin- ja diinamiin-
soOltuvat endotsiitoosi ja suurim roll on just klatriin-sdltuval endotsiitoosil (Goldshtein jt 2016).
pDNA-PF14 NP-de puhul méngib suurimat rolli kaveoliin-sdltuv endotsiitoos (Veiman jt 2013)
ja PF14-SCO NP-de puhul on koige olulisemad makropinotsiitoos ja kaveoliin-sdltuv
endotsiitoos, kusjuures makropinotsiitoosi 0sakaal on u 2 korda suurem (Juks jt 2015; Juks jt
2017).
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Joonis 11. Imetaja rakkude peamised endotsiitoosi liigid (kohandatud Chou jt 2011 jargi).

Endotsiitoosile eclneb NP-de seostumine rakupinnaga. Positiivselt laetud vektorite (nt
katioonsed lipiidid ja RPP-d) seostumisel rakupinnaga ja jargneval endotsiitoosil on oluline
esmane ioonne interaktsioon membraanil olevate gliikoosaminogliikaanidega (GAG) (Ziegler
jt 2008; Jiao jt 2009). RPP-SCO NP-de sisenemisel méngib olulist rolli retseptor-vahendatud

endotsiitoos, kus peamisteks vahendajaiks on piitidurretseptorid.

1.4.1.1 Pitiidurretseptorid ehk scavenger retseptorid

Piitidurretseptorid (scavenger receptors, SR) on rakupinna retseptorite rithm, mis véivad
siduda suurt hulka nii endogeenseid (nt LDL) kui eksogeenseid (nt PAMP) molekule
(PrabhuDas jt 2017; Canton jt 2013). SR-idel on palju funktsioone: alates LDL-ide (low density
lipoprotein) transpordist rakku ja homdoostaasi séilitamisest kuni patogeenide dratundmiseni
(Canton jt 2017). SR-id eckspresseeruvad eelkdige immuunrakkudel (nt makrofaagid,
dendriitrakud), kus need esmalt avastatigi (Goldstein jt 1979). Mdned SR (nt SR-I)
ekspresseeruvad ainult immuunsiisteemi rakkudel (PrabhuDas jt 2017), kuid moned esinevad
ka paljude teiste rakupopulatsioonide pinnal: néditeks SR-A perekonna lilkkmed SR-A3, SR-A4
ja SR-A5 ekspresseeruvad ka kopsu-, siidame- ja epiteelirakkudel (Jiang jt 2006; Whelan jt
2012). SR-ide nomenklatuur on olnud seni ebajirjekindel, mistdttu on iihel SR-il tavaliselt
siiani kasutusel mitu alternatiivset nime, kuigi juba 2017. aastal loodi neile iihine konsensus-
nomenklatuur, mille jargi jagunevad imetaja SR-id 11 klassi (SR-A, B ja D kuni L) (PrabhuDas
jt 2017).
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SR-A SR-B SR-D SR-E SR-F SR-G SR-H SR-l SR-J SR-K SR-L

Joonis 12. Imetaja piiiidurretseptorite klassid (kohandatud PrabhuDas jt 2017 jérgi).

Klass A SR (SR-A ehk SCARA-d) olid esimesed SR, mis avastati ja uuriti. Need on
rakusisese regulatsiooni retseptorid, mis aga vdivad paikneda ka plasmamembraanil. SR-A-de
ligandide seas on ka RPP-NA NP-d — muuhulgas on SR-A-d PF14-SCO ja pDNA-PF14 NP-de
sisenemise vahendajateks (Veiman jt 2013; Ezzat jt 2012). Kéesolevas to6s kasutatud Hela
pLuc705 rakud ekspresseerivad ainult SR-A3 (SCARAZ3) ja SR-A5 (SCARAD) retseptoreid,
mis on olulised PF14-SCO NP-de (ja ka “palja” SCO) internaliseerimisel (Ezzat jt 2012). Samas
on ka niidatud, et lisaks SR-A3 ja A5-le vdivad PF14-SCO NP-de internaliseerimisel osaleda
teised kattuva funktsiooniga retseptorid, kuna SR-A3 ja A5 inhibeerimine pdhjustas NP-de
bioloogilise toime tdieliku inhibitsiooni, aga retseptorite knock-down vihendas toimet vaid
poole vorra (Ezzat jt 2012).

SR-A3/5 suunatakse raku plasmamembraanile indutseeritud  (reguleeritud)
eksotsiitoosiga: retseptorid paiknevad tsiitoplasmas ja raku pinnale suunatakse need vaid siis,
kui rakud on eksponeeritud PF14-SCO NP-dele, PF14 voi teistele RPP-dele (Juks jt 2015).
Retseptorite translokatsiooniks rakupinnale on olulised ekstratsellulaarsed Ca?* ioonid, PI3K,
aktiini tsiitoskelett ja seerumi valgud: seerumi juuresolekul on SR-A-de hulk rakupinnal
oluliselt suurem, kui ilma seerumita s66tmes (Juks jt 2017).

SR-ide osaluse uurimiseks RPP-ON rakku sisenemisel kasutatakse kidesolevas t60s nende
inhibiitoreid (nt Fucoidan ja poliiinosiinhape ehk Poly I), mis on SR-ide looduslikud ligandid.
Need seostuvad konkurentselt SR-idega, blokeerides muude ligandide, s.h NP-de, seostumist
(nt Ezzat jt 2012).
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1.4.2 NA vabanemine endosoomidest

Mitte alati ei korreleeru RPP-NA NP-de bioloogiline toime rakkudega seostumise voi
rakku sisenemise efektiivsusega (Urgard jt 2016; Van Asbeck jt 2013). Selle pShjuseks vdib
olla nii lastmolekuli ebaefektiivne vabanemine vektorist kui ka NP-de lukustamine
endosoomidesse, millele jargneb nende liisosomaalne lagundamine.

Vabanemine endosoomidest on kriitilise olulisusega etapiks koikide endotsiitoosi
indutseerivate transpordimeetodite korral. On niidatud, et NP-de bioloogiline toime
korreleerub pigem nende hulgaga tsiitoplasmas kui rakuga seostunud ja internaliseeritud NP-de
hulgaga (Van Asbeck jt 2013), mis rohutab endosoomidest vabanemise olulisust.
Endosoomidest vabanemist on iiritatud tohustada, modifitseerides RPP-de struktuuri erineval
moel. Uheks vdimaluseks on endosoome 18hkuvate rithmade, nt klorokviini voi selle
analoogide, lisamine RPP struktuuri, nagu seda on tehtud PF6 korral (Andaloussi jt 2011).
Teiseks populaarseks strateegiaks on hiidrofoobsete riihmade, nt steartiiiljaagi, lisamine, mille
nditeks on PF3 (Mée jt 2009). Tugevalt katioonsete vektorite (nt PEI), aga ka rohkelt histidiini
jadke sisaldavate vektorite vabanemist endosoomidest hdlbustab prootonite sidumine: pH
langemisega endosomaalse raja vesiikulite kiipsemisel kaasneb AH jaddkide suurem
protoneerimine (ehk “prootonkédsna efekt”). Selle tulemusel ei lange endosoomi pH oluliselt ja
tekkinud prootongradiendi tasakaalustamiseks sisenevad organelli Kloriidioonid ja prootonid,
mille tottu tduseb endosoomi sisemuse osmolaarne rohk ja 15puks toimub vesiikuli
hiiperosmootne 16hkemine, voimaldades NP-de vabanemist (Cho jt 2003). Alternatiivseks
monede (nt palju His jddke sisaldavate) RPP-de puhul vdimalikuks mehhanismiks peetakse
peptiidi protoneerimist sellisel maaral, et see osaliselt vabaneb NP-st ja 16hub endosoomi
membraani (Porosk jt 2019). Veel iiheks transfektsiooni efektiivsust suurendavaks
modifikatsiooniks on fusogeensete peptiidide lisamine RPP-dele: nt HA2 ehk hemaglutiniinist
tuletatud peptiid pH alanemisel protoneerub, votab alfa-helikaalse struktuuri ja indutseerib
endosoomi membraani Idhkumise ning RPP-lastmolekul kompleksi vabanemise
tsiitoplasmasse (Wadia jt 2004).

“Palja” (ilma vektorita) SCO ebaefektiivsuse iiheks olulisemaks pdohjuseks on selle
lukustamine endosoomidesse ja jargnev lagundamine liisosomaalsete ensiitimide poolt (Juks jt
2015). Erinevalt “paljast” SCO-st, on PF14-SCO NP-d detekteeritavad peamiselt mitte-
happelistes endosoomides, s.t PF14 tagab endosoomist vabanemise enne selle pH alanemist,
viltides seega SCO lagundamist (Juks jt 2015). Kuid ka PF14-NA NP-de puhul tdstab
endosoome destabiliseerivate ainete (nt klorokviini) lisamine monevarra NP-de bioloogilist

aktiivsust (Veiman jt 2013). Klorokviin difundeerub happelistesse rakukompartmentidesse, nt
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madala pH-ga endosoomidesse, pohjustades nende pH tdusu ja “prootonkdsna efekti”, s.t
klorokviin takistab endosoomide hapustumist, aga samas ka destabiliseerib neid (Al Bari 2017;
Nelemans ja Gurevich 2020).

Teisalt vib endosoomide pH langemine olla oluline transportivate NP-de vabanemiseks:
nt “prootonkdsna” mehhanismi kaudu toimivate RPP-de, hemaglutiniiniga konjugeeritud
peptiidide voi ka Ca?*-siRNA NP-de puhul. Endosomaalse pH langemisel toimub Ca?*-siRNA
NP-de dekomplekseerimine, millele jargneb prootonite sissevool, nagu ka prootonkésna puhul,
ja endosoomi 1ohkumine (Goldshtein jt 2016). Samuti on vdimalik endosoomidest vabanemise
hdlbustamiseks kasutada fotoinduktsiooni, mille korral RPP on konjugeeritud fluorestseeruva
véarviga ja rakkude eksponeerimine valgusele nihtavas spektri osas indutseerib endosoomide
1ohkumise ja peptiid-lastmolekul NP vabanemise tsiitosooli (Réaégel jt 2013).

“Paljas” SCO siseneb rakkudesse u 1 tunniga (paiknedes vesiikulites plasmamembraani
lahedal), 2 tunniga jouab see liisosomaalsetesse vesiikulitesse ja 4 tunniga on suurem o0sa
lisosoomides, kuid ei ole detekteeritav tsiitoplasmas ega tuumas. Kui aga komplekseerida see
PF14-ga, hakkavad NP-d sisenema rakku u 30 minutiga ja 1 h parast hakkavad need vabanema
endosoomidest, kuid 4 tunniga vabaneb tsiitosooli vaid 8% NP-dest ja ainult mdned SCO

molekulid jouavad tuuma (Juks jt 2015).

1.4.3 Kaltsiumi ioonide roll RPP-vahendatud transfektsioonis

Kaltsium maéngib olulist rolli paljudes raku elutegevuse protsessides: rakusiseses
signaalililekandes (Clapham 2007), rakumigratsioonis (Wei jt 2012), lihaskontraktsioonis
(Szent-Gyorgyi 1975), narviimpulsi tilekandes (Neher ja Sakaba 2008) jpm, olles néiteks iiheks
Klatriin-soltuva endotsiitoosi votmeregulaatoriks nii nérvisiinapsites kui ka mitte-neuraalsetes
rakkudes (Santos jt 2017). Selle kontsentratsioon ekstratsellulaarses keskkonnas on keskmiselt
1 mM ja raku tsiitoplasmas 100 nM, kuid voib tdusta iile 10 korra (Bagur ja Hajnoczky 2017).

Ka RPP-de vahendatud transfektsiooni efektiivsus soltub rakusisese kaltsiumi (iCa)
kontsentratsiooni muutusest. Hiljuti nditas meie uurimisgrupp, et RPP-d jagunevad kahte
rithma: iihed (amfipaatsed, nt TP ja TP10) kutsuvad esile iCa kontsentratsiooni stabiilset tdusu,
indutseerides Ca?* ioonide sissevoolu ja membraani parandamise vastust (membrane repair
response, MRR), samas kui teised (katioonsed, nt pTat ja R9) mitte (Lorents jt 2012). Samas
kutsuvad mdlema rithma peptiidid esile lihiajalist iCa kontsentratsiooni tdusu, mis on
hédavajalik nende sisenemiseks rakku (Melikov jt 2015; Lorents jt 2012). RPP sisenemiseks
vajaliku iCa kontsentratsiooni tdusu jaoks on olulised nii rakusisesed Ca?* varud (eelkdige ER-

ist) kui ka ekstratsellulaarse Ca?* sissevool katioonsete kanalite kaudu (Melikov jt 2015).
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Lastmolekuliga kompleksis olev RPP kutsub esile viiksema iCa kontsentratsiooni tdusu ja
MRR-i kui sama peptiid vabana (Lorents jt 2012).

Ca2*, nagu ka PI13K, aktiini tsiitoskelett ja seerumvalgud, on olulised SR-A-de (tipsemalt
SR-A3 ja SR-AbL) toomiseks rakupinnale ja PF14-SCO NP-de toime avaldamiseks. Samas iCa
kontsentratsiooni tous {iksinda ei suuda indutseerida SR-A3 ja SR-A5 translokatsiooni
membraanile (Juks jt 2017), kuigi suurendab RPP sisenemise efektiivsust (Melikov jt 2015).
Ca?" eemaldamine rakke iimbritsevast keskkonnast vihendab u 25% vérra PF14-SCO NP-de
assotsieerumist rakupinnaga ja internaliseerimist ning 30-60% vorra NP-de bioloogilist toimet
(Juks jt 2017; Melikov jt 2015).

Samuti on kaltsium ja tema tihendid leidnud kasutust NA transportivate vektoritena: Ca-
fosfaati kasutati adenoviiruse DNA komplekseerimiseks juba 1973. aastal (Graham ja Eb
1973), viies transfektsiooni 1dbi korge CaClz kontsentratsiooni juures. Lisaks sellele on
voimalik Ca?* ioone kasutada siRNA kondenseerimiseks NP-deks (Goldshtein jt 2016). Samas
t66s ndidati ka, et Ca?* on oluline siRNA laengu neutraliseerimiseks, NP-de tekkeks,
internaliseerimiseks ja vabanemiseks endosoomidest. Samas teised uuritud kahevalentsed
metalliioonid, millega tekkisid sarnased NP-d, ei soodustanud siRNA toimet (Mn ja Zn-ga olid
NP-d toksilised, Mg-ga ei voetud neid rakkudesse ning Ba-ga sadenesid osakesed raku pinnale)
(Goldshtein jt 2016).

Ca rolli uurimiseks toodeldakse tavaliselt rakke vastavate kelaatoritega (nt EGTA,
BAPTA-AM) (B6dding ja Penner 1999), mis seovad selle, vihendades keskkonnas oleva vaba
Ca?* kontsentratsiooni. Ca?* sisestamiseks rakkudesse kasutatakse ionofoore — peamiselt
ionomiitsiini (Morgan ja Jacob 1994).

Kaltsiumit on kasutatud pDNA transfektsiooni efektiivsuse tdstmiseks Tat peptiidiga nii
in vitro (Baoum jt 2009) kui ka in vivo siisteemsel ja lokaalsel manustamisel (Ishiguro jt 2017).
Ca?* toimemehhanismiks pakkusid uuringu autorid ,,pehmet* ristsidumist (Baoum jt 2009),
eeldades, et Ca?" ioonid interakteeruvad fosfaat- ja aminoriihmadega, kondenseerides pTat-
PDNA NP-deks, mis ei ole tsiitotoksilised. Rakkude tundlikkus Ca?* kontsentratsiooni tdusu
suhtes voib olla vdga erinev, soltudes nii rakuliinist kui ka muudest teguritest: nt fibroblastide
elulemus ei langenud 3 mM Ca?* juuresolekul valmistatud siRNA NP-de m&jul, samas
makrofaagide jaoks olid toksilised NP-d, mille valmistamisel kasutati iile 1 mM kaltsiumit,
kusjuures makrofaagide hdvimise otseseks pdhjuseks vois olla kaltsium-indutseeritud

agregatsioonile jargnev naaberrakkude suremine (Goldshtein jt 2016).
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2 Eksperimentaalosa
2.1 Too eesmirgid

Varasemate uuringute tulemuste pohjal (Juks jt 2017; Melikov jt 2015), mis néitasid, et
Ca?* ioonide puudujidk voib vidhendada PF14-SCO nanopartiklite (NP) transfektsiooni
efektiivsust ja bioloogilist toimet ning et Ca?* abil on vdimalik suurendada pTat-pDNA NP-de
efekti, oletasime, et Ca?* ioonid vdivad parandada PF14-SCO NP-de sisenemist rakkudesse ja
splaissingu korrigeerimise efektiivsust SCO poolt. T66 eesmirgiks oli kontrollida antud
hiipoteesi  tdoesust, uurides nii  NP-de sisenemist rakkudesse mikroskoopia ja
labivoolutsiitomeetria abil, kui ka splaissingu korrigeerimise efektiivsust SCO poolt, mida
hinnati mootes lutsiferaasi aktiivsust reporter-rakuliinis HelLa plLuc705. Lisaks uuriti
detailsemalt formeeruvate NP-de fiiiisikalisi omadusi ja internaliseerumise mehhanismi.
Taiendavalt uuriti ka teiste kahevalentsete metalliioonide toimet PF14-SCO NP-dega
indutseeritud splaissingu Kkorrigeerimisele, lisaks Ca?*, ning méonede teiste RPP-de NP

tohustamist lisaks PF14 omadele.

2.2 Materjalid

Rakuliinid:

Reporter-rakuliinidena kasutati HeLa pLuc705 ja HeLa EGFP 654 rakke, mis on inimese
beeta-talasseemia mudelliinid. HeLa pLuc705 rakud sisaldavad lutsiferaasi geeni, kuhu on
sisestatud 705. positsioonis mutatsiooni kandev inimese beeta-globiini 2. intron (Kang jt 1998)
(vt joonis 5). HeLa EGFP 654 rakkude genoom sisadab EGFP geeni, kuhu on sisestatud beeta-
globiini intron, mis sisaldab splaissingu defekti pdhjustavat mutatsiooni 654. positsioonis
(EXPASY) (vt Lisa 5).

Kasutatud reagendid:

1) SCO-d: SCO-705, SCO-654, SCO-Cy5. Koik kasutatud SCO-d on iiheahelalised 18 nt
pikad 2’O-metiiiil-fosforotioaat (2°’OMe PS) modifikatsioonidega RNA ON-id, mille laeng on
-17 ja mille jarjestus on komplementaarne inimese beeta-globiini 2. introni pre-mRNA-ga.
SCO-705: CCU CUU ACC UCA GUU ACA (Kang jt 1998). SCO-654: GCU AUU ACC UAA
ACC CAG (Metabion, Saksamaa). SCO-Cy5 on jarjestuse poolest identne SCO-705-ga, aga
kannab fluorestsentsmargist. Kasutati Milli Q (MQ) kvaliteediga vees fiisioloogilise pH juures
lahustatud 20 uM SCO varulahuseid, mida sailitati kiilmutatult temperatuuril -20 °C. Kasutatud
SCO-d on ostetud MicroSynth’ilt (Sveits) ja Metabionilt (Saksamaa).
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2) RPP-d: pohiliseks uuritud peptiidiks oli PF14. Osades katsetes kasutati ka jargmiseid
peptiide: NF55, PF6, NF70 (H52), NF71 (H31), NF72 (H82), C22-14, WRAP1, WRAPS.
Peptiidid lahustati 1 mM kontsentratsioonil MQ vees. Vajadusel (PF14 ja C22-14 Kkorral)
lahustati peptiidid 1 mM TFA-d (trifluorodddikhape, trifluoroacetic acid) sisaldavas vees.
Peptiidide varulahused siilitati kiilmutatult -20 °C juures. PF14 osteti PepScan’ilt (Holland) ja
C22-14 Pepmic’ilt (Hiina). Ulejdinud PF ja NF peptiidid olid siinteesitud Prof. Ulo Langeli
todgrupi poolt Stockholmi Ulikoolis ja TUTI-s.

Tabel 1. Kasutatud RPP-d, nende jirjestused, laengud ja aminohapete arv. Koikidel PF ja NF perekonna
peptiididel on C-ots amideeritud; e — ornitiinil on siintees jétkatud kdrvalahelast (5 NH> rithmalt, mitte pdhiahela
a NHo-It); f - liisiini kiilgahela kiilge on lisatud liisiin ja selle kiilge veel 2 liisiini molekuli ning kummagi kiilge 2
klorokviini (kl.) molekuli. Kdik peptiidide omadused on modelleeritud ja laengud voi logD arvutatud kasutades
MarvinSketch 15.9.14, ChemAxon Ltd, USA (Porosk jt 2019). WRAP peptiidide jarjestused ja laengud on voetud
Konate ja kaasautorite artiklist (Konate jt 2019).

RPP Teine Jérjestus N-terminaalne | Laeng (N) Aminoha-
nimi rasvhape (pH=7,4 juures) | pete arv
PF3 PepFect3 | AGYLLGKINLKALAAL | C18 +4 21
AKKIL
PF14 PepFectl | AGYLLGKLLOOLAAA | C18 +5 21
4 ALOOLL
C22-14 AGYLLGKLLOOLAAA | C22 +5 21
ALOOLL
PF6 PepFect6 | AGYLLGKIINLKALAA | C18 +3(8,9) 21+ 3K +
LAKKIL 4 Kl
NF55 NickFect5 | AGYLLGOS!INLKALAA | C18 +3(3,1) 21
5 LAKAIL
NF70 H52 HHHHYHHGO®ILLKA | C20 +4 (4,6) 22
LKALAKAIL
NF71 H31 HHYHHGOSILLKALK C18 +4 (5,2) 20
ALAKAIL
NF72 H82 HHHHHHYHHGO®ILL | C20 +4 (5,9) 24
KALKALAKAIL
WRAP1 LLWRLWRLLWRLWR +5 16
LL
WRAP5 LLRLLRWWWRLLRLL +5 15

3) Rakkude kultiveerimise lahused ja komponendid. Kasutati korge gliikoosisisaldusega
(45 g/L Glc) DMEM soodet (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (BioWhittaker,
USA/Sigma-Aldrich, UK), mis sisaldas 10% FBS-i (fetal bovine serum, veiseseerum) ja 1%
penitsilliini-streptomiitsiini lahust (100 U/mL penitsilliini ning 100 pg/mL streptomiitsiini).
Triipsiin-EDTA lahus (edaspidi triipsiin), mis sisaldas 0,05% triipsiini ja 0,53 mM EDTA’d
(Corning, USA). DPBS (edaspidi PBS) ehk Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline ilma
kaltsiumi- ja magneesiumita (Corning, USA).

4) SR-A inhibiitorid ja nende analoogid: fukoidaan, galaktoos, poliiinosiinhape (Poly 1),
poliitsiitidiiiilhape (Poly C) (kdik Sigma-Aldrich’ilt, USA).
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5) Muud ained: LF2000 (Lipofektamiin) (Thermo Fisher Scientific, USA), pGL3
(Promega, USA), lutsiferaasi substraat XenoLight D-Luciferin — K* sool (PerkinElmer, USA),
Cell Culture Lysis Reagent (Promega, USA), MQ vesi, Fluoromount (Electron Microscopy
Sciences, USA), Drag5 (BioStatus Limited, UK). Ulejéiinud lahuste komponendid (nt CaCly,
MgClz, MnSO4, SDS jm) ning klorokviin (ingl. k. chloroquine) osteti Labochema’lt ja
Applichem’ilt kui ei ole mérgitud teisiti.

6) Kitid: MTT assay lahuse koostis voeti artiklist Riss jt 2016, valgu mdotmiseks kasutati
DC Protein Assay Instruction Manual (Bio-Rad, USA), lutsiferaasi aktiivsuse moddtmise
protokoll pohines Helmfors jt 2015 ja Rocha jt 2016 artiklitel ja lutsiferaasi aktiivsuse soltuvuse

analiilis erinevast reagentide segamise skeemist ja keskkonnast lahtus Saher jt 2018.

2.3 Metoodika
2.3.1 Rakkude kultiveerimine ja kiilvamine

HeLa pLuc705 rakke kasvatati tdisso6tmes 37 °C juures veeauruga Kkiillastatud
atmosfaaris, mis sisaldas 5% CO:..

Rakke kiilvati {imber igal teisel pdeval 1,3x10° rakku 9 cm libimddduga koekultuuri
tassidele (Falcon, USA). Katseteks kiilvati rakud 12 (Greiner Bio-One, Saksamaa), 24 (VWR,
USA) voi 96 (Sarstedt, Saksamaa) auguga koekultuuri plaatidele. Kiilvatud rakkude arv iihe
augu kohta soltuvalt plaadi tiitibist ja Kkultiveerimise ajast on toodud Tabelis 2. Enne
transfektsiooni kasvatati rakke kultuuris tile66, s.t 1 ja 4 tundi (t) punktide puhul oli summaarne

kasvamisaeg u 1 66pdev (0p), 24 t punkti jaoks oli see u 2 6p ja 48 t punkti jaoks 3 op.

Tabel 2. HeLa pLuc705 rakkude kiilvamise tihedus erinevate ajapunktide ja plaatide jaoks. Tabelis toodud
ajapunktid tdhistavad rakkude inkubeerimisaega koos RPP-SCO NP-dega lahustega.

1tja4t (rakku/auk) 24 t (rakku/auk) 48 t (rakku/auk)
12 auguga plaat 1,4x10° 7x10* 3,5x10%
24 auguga plaat 5x10* 2,5x10% 1,25x10*
96 auguga plaat 1,1x10* 5,5x10° 2,7x10°
8 kambriga plaat | 2,5x10* 1,5x10% 8x10°

2.3.2 RPP-SCO NP-de valmistamine

NP-de valmistamise standardne skeem oli jargmine: RPP ja SCO segati kokku MQ vees
1/10 16ppruumalas, rakendades molaarset suhet (molar ratio, MR) 5, nii et rakusodtmes oleks
SCO Iopp-kontsentratsioon 100 nM. Selleks lahjendati mdlemad reagendid 50% ruumalas vees
ja segati saadud lahused omavahel kokku (segades u 5 s) wortex segisti abil. Lahuste
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valmistamiseks kasutati soltuvalt ruumalast kas 0,5 mL voi 1,5 mL plasttuube (Ratiolab,
Saksamaa). Saadud segu inkubeeriti 15 min toatemperatuuril RPP-SCO NP-de tiiclikuks
formeerumiseks, vajaduse korral lisati uuritavaid metalliioone (segamine u 5 s) ning inkubeeriti
toatemperatuuril veel 15 min. Illma ioonide lisamiseta formeeritavaid NP-d inkubeeriti
toatemperatuuril 30 min, nii et koikide lahuste to6tlemine jétkus tiheaegselt. Saadud NP-de
toolahus lahjendati taissootmes vahekorras 1/10 ja kanti rakkudele.

Lisaks PF14-le rakendati SCO rakkudesse transfekteerimiseks ka teisi Tabelis 1 loetletud
peptiide ning kasutades molaarseid suhteid 1, 3, 5, 7, 10, 15 ja 20. Kahevalentsetest
metallijoonidest rakendati Ca?* ja Mg?* kontsentratsioonidel 10 uM kuni 20 mM ning Mn?* ja
Zn?* kontsentratsioonidel 100 uM kuni 5 mM. Kaikides katsetes olid negatiivseks kontrolliks
tootlemata rakud, mida inkubeeriti tdissotmes, millele lisati 10% mahuprotsenti MQ vett

tagamaks vOrdseid osmootse rohu tingimusi NP-dega toddeldud rakkudega.

2.3.3 Konfokaalmikroskoopia

HeLa pLuc705 rakud kiilvati 24 auguga plaadile tmmargustele katteklaasidele
(1abimodduga 12 mm, ,,Menzel-Glaser”, Saksamaa) u 1 &p enne transfektsiooni. Jargmisel
pdeval vahetati tdisso6de NP sisaldava tdiss6otme vastu. PF14-SCO NP-d formeeriti nagu
eelpool kirjeldatud (punkt 2.3.2), kasutades Cy5 mérgisega SCO-d ning lisades CaCl ja MgCl»
10pp-kontsentratsiooniga 0,3 mM ja 3 mM. Samuti analiiiisiti “palja” SCO ja ilma
metalliioonideta valmistatud NP-dega to6deldud rakke.

Rakke inkubeeriti NP sisaldavas tdissootmes 1, 4 voi 24 t 37 °C juures. Jargnevalt
valmistati rakkudest mikroskopeerimise preparaadid. Selleks pesti rakud 2 korda PBS-iga (koik
pesud u 1 min) ja fikseeriti 4% paraformaldehiiidi (PFA) lahusega PBS-is 30 min
toatemperatuuril. Sellele jargnes PBS-iga pesemine (1 kord) ja rakutuumade varvimine 4°,6-
diamidino-2-feniitilindooliga (DAPI), milleks inkubeeriti rakke 5 min 0,5 pg/ml DAPI lahuses
PBS-is. Seejarel pesti rakkudega klaasid 1 kord PBS-iga ning sulundati alusklaasidele 30%
gliitserooli voi Fluoromount’i tilkadesse. Katteklaaside déred suleti labipaistva kiilinelakiga,
preparaadid kuivatati ~10 min ja analiiiisiti Olympus FluoView FV1000 (Olympus, Jaapan)
konfokaalmikroskoobiga. Igast proovist valmistati kaks paralleelpreparaati ning igast
preparaadist salvestati viahemalt kolm kujutist (ithe kujutise kohta skanneeriti keskmiselt 12
tasapinda sammu suurusega 1,2 um). Analiiiisiti Cy5 (Aex = 633 nm and Aem = 666 nm), DAPI
(hex = 405 nm and Aem = 470 nm), EGFP (Aex = 488 nm and Aem = 507 nm) ja Drag5 (hex = 647
nm and Aem = 681 nm) signaali. Elusrakkude mikroskopeerimiseks kiilvati rakud kambritesse

(8 kambriga Lan-Tek Chambered #1.0 Borosilicate Coverglass System; Thermo Fisher
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Scientific, USA) tihedusega 15 000 rakku/auk (24 t ajapunkti jaoks) voi 25 000 rakku/auk (1
voi 4 t ajapunkti jaoks), inkubeeriti vajaliku aja jooksul 37 °C juures, pesti 2 korda PBS-iga,
ning mikroskopeeriti konfokaalmikroskoobi abil PBS-is. Fikseeeritud rakkude analiiiisiks
kasutati dli-immersioon objektiivi suurendusega 100x (NA=1,45) ja elusrakke mikroskopeeriti
vesi-immersioon objektiivi abil suurendusega 60x (NA=1,35). Andmeanaliiiisiks kasutati
Olympus FV1000 tarkvara ja piltide tegemiseks FV10-ASW 4.2 Viewer. Cy5 ja EGFP signaali
tugevust ja jaotust rakkude sees hinnati visuaalselt ja kvantitatiivselt, kasutades programme
AutoQuant X3 (Media Cybernetics, USA) ja Imaris x64 7.6.5 (Oxford Instruments, UK).

2.3.4 FACS analiiiis SCO transfektsiooni efektiivsuse véi bioloogilise efekti miaaramiseks

HeLa pLuc705 rakud kiilvati 12 auguga koekultuuri plaadile u 24 t enne transfektsiooni.
Jargmisel péeval vahetati rakkude peal olev tiaiss6ode NP sisaldava tdissootme vastu. NP-d
valmistati samamoodi nagu eelpool on kirjeldatud, kasutades fluorestsents-méargistatud SCO-d
(SCO-Cyh5) ja PF14 (MR5).

Rakke inkubeeriti NP-dega 1, 4 voi 24 t 37 °C juures. Seejérel rakud pesti PBS-iga ning
toodeldi triipsiiniga (Corning, USA) 3-5 min ning suspendeeriti tdisso6tmes. Rakud sadestati
tsentrifuugides 250 rcf’i (200 g) juures 5 min temperatuuril 20 °C, pesti, suspendeeriti 100 pl
PBS-is ning lisati 400 pl fiksaatorisse (4% PFA PBS-is) 30 minutiks toatemperatuuril. Seejérel
rakud koguti, pesti ning suspendeeriti 0,5 ug/ml DAPI lahuses PBS-is ja jaeti toatemperatuurile
5 minutiks. FACS (fluorestsents-aktiveeritud rakkude sortimine) analiiiis teostati voimalusel
koheselt voi sailitati rakususpensioone 4 °C juures kuni modtmise hetkeni. Analiilisiks kasutati
BD FACSAria Cell Sorter (BD Biosciences, USA) ja programmi FACSDiva (BD Biosciences,
Saksamaa), tingimustel: Cy5 (Aex =633 nm and Aem = 666 M), DAPI (Aex = 405 nm and Aem =
470 nm) ja EGFP (Aex = 488 nm and Aem = 507 nm). Analiiiisiti 30 000 siindmust (rakku) iihe
proovi kohta.

2.3.5 SCO-ga indutseeritud splaissingu analiiiis luminestsentsi méotmise alusel HelLa
pLuc705 rakkudes

HelLa pLuc705 rakud kiilvati 96 auguga plaadile umbes 24 t enne transfektsiooni.
Jargmisel paeval vahetati s66de PF14-SCO (MR5) NP sisaldava so6tme vastu. NP-d valmistati
samamoodi nagu on eelpool kirjeldatud. Rakke inkubeeriti NP-dega 24 t (osades katsetes ka 1,
4 ja 48 t) 37 °C juures. Seejérel pesti rakud 2 korda PBS-iga ja liiiisiti, lisades 20 pl liiisilahust
(MQ vees lahjendatud 5x Cell Culture Lysis Reagent, mis sisaldab 125 mM Tris (pH 7.8
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H3POs-ga), 10 mM EDTA, 10 mM DTT, 50% gliitserooli ja 5% Triton X-100 (Promega, USA))
ning inkubeerides 20 min 4 °C juures ja seejérel -20 °C juures kuni lahuste kiilmumiseni.
Liisaadid sulatati toatemperatuuril, lisati igasse auku 100 pl lutsiferaasi substraadi lahust
(vt Lisa 1), suspendeeriti, kanti lahused valgele labipaistmatule 96 auguga plaadile (Greiner
Bio-One, Saksamaa) ning moddeti lutsiferaasi signaali tugevus Infinite M200 PRO mikroplaadi

lugeja abil (Tecan, Sveits), kasutades tarkvara Magellan 7.

2.3.5.1 Kahevalentsete metalliioonide ja erinevate peptiidide méju uurimine splaissingu

umberliilitamisele

Et wuurida PF14-SCO NP-de bioloogilise aktiivsuse sodltuvust kahevalentsete
metalliioonide kontsentratsioonist, lisati PF14-SCO NP-dele CaClz, MgClz, MnCl; ja ZnSO4
vesilahuseid, varieerides vastavate ioonide kontsentratsioone vahemikus 10 pM kuni 10 mM.

PF14-vahendatud SCO transfektsiooni efektiivsust vorreldi teiste NA transpordiks
disainitud RPP-dega, milleks olid PF6, C22-14, NF55, NF70 (H52), NF71 (H31), NF72 (H82),
WRAP1 ja WRAPS5. NP-d valmistati samamoodi nagu eelpool on kirjeldatud. Samuti katsetati
erinevaid MR-e pdhiliselt PF14-SCO NP-de néitel. Lisaks sellele teostati rida katseid pGL3
plasmiidiga (millelt stabiilselt ekspresseeritakse jaanimardika lutsiferaasi), valmistades selleks
PF14-pGL3 NP-d (laengusuhe 2 ehk CR2, pGL3 1dpp-kontsentratsioon 0,1 kuni 1 pg/ml).
Positiivseks kontrolliks kasutati transfektsiooni LF2000 abil, mis viidi 14bi tootja protokolli
jargi. Selleks et uurida, kas NP-de valmistamisel kasutatavate komponentide (SCO, PF14 ja
CaCly) kokkusegamise jarjekord mojutab oluliselt NP-de omadusi, s.t. splaissingu parandamise
efektiivsust, rakendati jargmiseid skeeme:

A. Standardne skeem: PF14 + SCO segamine MQ vees, inkubeerimine 15 min, CaCl;
lisamine, inkubeerimine 15 min.

B. PF14 + SCO segamine MQ vees, kohene CaCl> lisamine, inkubeerimine 30 min.

C. PF14 + CaCl, segamine MQ vees, inkubeerimine 15 min, SCO lisamine, inkubeerimine

15 min.

D. SCO + CaCl; segamine, inkubeerimine 15 min, PF14 lisamine, inkubeerimine 15 min.

Selleks et uurida, kas Ca?* ja Mg?* on NP-de integraalne osa voi efekti saavutamiseks
piisab nende olemasolust 16pplahuses, teostati katse, kus lisati ioone kas standardse skeemi jérgi
vOi sdotmesse (s.t peale NP-de toolahuse lahjendamist DMEM s66tmega). Rakke inkubeeriti
NP lahustega 24 t ning moddeti luminestsentssignaali meie poolt valmistatud lutsiferaasi

substraadi lahuse abil (vt Lisa 1), nagu on Kirjeldatud punktis 2.3.5.
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2.3.5.2 Klorokviini ja SR-A inhibiitorite méju PF14-SCO NP-de efektile

Hindamaks NP endosoomidest vabanemise efektiivsust, analiilisiti endosoome
destabiliseeriva aine klorokviini mdju PF14-SCO NP-de bioloogilisele aktiivsusele Ca?*
ioonide juuresolekul. Rakud kiilvati 96 auguga plaadile ja kasvatati iile6o 37 °C juures.
Jargmisel pédeval asendati s6ode PF14-SCO NP ja 100 uM klorokviini sisaldava tiisso6tmega
ja inkubeeriti 4 t 37 °C juures. Et viltida klorokviini toksilist moju rakkudele, asendati 4 t jarel
lahused virske sootmega ning moddeti lutsiferaasi aktiivsust 14-20 t moddudes.

Et uurida PF14-SCO NP-de rakkudesse sisenemise mehhanismi vdimalikku muutust
Ca?* ioonide toimel, kasutati SR-A inhibiitoreid: Poly I-d ja fukoidaani. Negatiivseks
kontrolliks kasutati keemiliselt analoogseid aineid, mis SR-A-sid ei inhibeeri: nendeks olid
vastavalt Poly C ja galaktoos. Rakke kiilvati 96 auguga plaadile u 1 6p enne transfektsiooni ja
kasvatati iile6o 37 °C juures. Jargmisel pdeval asendati rakkudel olev s66de Poly I voi Poly C
(kontsentratsioonidel 5, 10 ja 25 pg/ml) ja fukoidaani vai galaktoosi (2,5 ja 5 ug/ml) sisaldava
DMEM so6tmega (90% 10pp-ruumalast). Rakke inkubeeriti SR-A inhibiitoreid voi nende
analooge sisaldavate lahustega 1 t 37 °C juures. Seejdrel lisati rakkudele PF14-SCO NP
sisaldavaid lahuseid tdissootmes (1/10 1opp-ruumalast), inkubeeriti 37 °C juures ja moodeti

lutsiferaasi aktiivsust 18-24 t moddudes.

2.3.6 RPP-SCO-Me?* NP-de toksilisuse hindamine

Uuritavate  NP-de  toksilisuse  hindamiseks  moodeti  rakkude  elulemust
spektrofotomeetriliselt, kasutades MTT (3-(4,5-dimetiiiiltiasol-2-iiiil)-2,5-
difentiiiltetrasooliumbromiidi) pohist analiiiisi.

Rakud kiilvati 96 auguga plaadile u 1 6p enne transfektsiooni. Jargmisel pdeval asendati
s60de PF14-SCO NP sisaldava so6tmega. Rakke inkubeeriti uuritavate lahustega 24 t 37 °C
juures. Jargmisel pdeval lisati igasse auku 10 pul MTT lahust (16pp-kontsentratsiooniga 0,45
mg/ml) ja inkubeeriti rakke 2-4 t 37 °C juures kuni formasaani kristallide moodustumiseni,
mida hinnati valgusmikroskoobis. Seejérel lisati igasse auku 100 pl eelnevalt soojendatud
(umbes 30 °C-ni) solubiliseerimise lahust (16% SDS, 40% DMF, 2% jaa-addikhape), segati 1 t
loksutil 37 °C juures kuni kristallide tdieliku lahustumiseni ning mdddeti lahuste neelduvus 570
nm juures, kasutades selleks mikroplaadi lugejat Infinite M200 PRO (Tecan) ja programmi i-
control 1.7. “Palja” SCO-ga inkubeeritud rakkude neelduvus loeti 100%-ks elulemuseks ja selle

alusel arvutati PF14-SCO NP-de toime rakkude elulemusele.
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2.3.7 PF14-SCO NP-de suuruse ja zeta-potentsiaali moétmine

PF14-SCO NP-d formeeriti nii nagu eelnevalt on kirjeldatud. NP-de hiidrodiinaamilist
diameetrit, mida kajastab nende diinaamiline valguse hajuvus (DLS, dynamic light scattering),
ja zeta-potentsiaali moddeti kahel erineval seadmel: ZetaView seadmel (Particle Metrix,
Saksamaa) kasutades ZetaView tarkvara, ning ZetasizerNano seadmel (Malvern Instruments,
Suurbritannia), kasutades ZetaSizer tarkvara. Iga modtmise jaoks valmistati NP-de toolahustest
lahjendusi (100-200x PF14-SCO NP-de korral ja 30-50x SCO-RPP + Ca?*/Mg?* korral), lisades
nendele MQ vett voi MES puhvrit kuni 16pp-ruumalani (1 mL). ZetaView Kkorral oli lahustiks
0,8 mM MES puhver (pH=7,0) ja ZetaSizer-i korral MQ vesi. ZetaView abil saadud tulemuste

visualiseerimiseks kasutati programmi zvgraphs (zvgraphs.ut.ee).
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3. Tulemused ja arutelu

3.1 PF14-ga HelLa rakkudesse transporditud SCO hulga, paiknemise ja bioloogilise efekti

mikroskoopiline analiiiis

Eelnevalt on niidatud, et Ca®* ioonide eemaldamine rakuvilisest keskkonnast ja rakkudest
viahendab PF14-SCO nanopartiklite (NP) internaliseerimist ja bioloogilist toimet (Juks jt 2017;
Melikov jt 2015), mille pdhjal me oletasime, et Ca®* kontsentratsiooni tdstmine vdib tShustada
NP-de toimet. Lisaks kaltsiumile otsustasime testida ka teisi sarnaseid kahevalentseid
metalliioone, eelkdige magneesiumit.

Et kontrollida piistitatud hiipoteesi, inkubeeriti HeLa pLuc705 rakke “palja” 100 nM SCO-
Cy5 voi PF14-SCO-Cy5 NP-dega (molaarne suhe 5 enk MR5, 100 nM SCO). NP-sid valmistati
kahel erineval viisil: kasutades ainult SCO-d ja PF14 vai lisades nendele kaltsiumi voi
magneesiumi ioone (siin ja edaspidi KMI) nagu punktis 2.3.2 on kirjeldatud. Et uurida
transfektsiooni diinaamikat ajas, inkubeeriti rakke uuritavate lahustega 1, 4 voi 24 t (vt joonis
14 ja Lisa 2). “Paljas” SCO-Cy5 andis fluorestsentsmikroskoobis hajusa signaali, mis oli
suhteliselt tihtlaselt jaotunud rakkude tsiitoplasmas. Signaali olemasolu rakkudes oli eristatav
alles 4, aga mitte 1 t parast ning 24 tunni moéddudes oli signaal tuvastamiseks juba piisavalt
tugev. PF14 lisamisel muutus SCO-Cy5 paiknemine maérgatavalt: rakkude pinnal ja
tsiitoplasmas ilmestusid granulaarsed struktuurid, tdenéoliselt invaginatsioonid ja endosoomid.
PF14-SCO-Cy5 NP-d olid rakkudes tuvastatavad juba 1 t pérast tootlemise algust ning aja
jooksul signaal jarjest tugevnes, olles margatavalt intensiivsem “palja” SCO-Cy5 omast. KMI
lisamisel 0,3 ja 3 mM kontsentrantsioonidel muutusid NP-d suuremaks vorreldes ilma KMI
lisandita NP-dega ning nende suurus ja kuju varieerusid oluliselt rohkem. Ca?* ja Mg?* toimed
olid fluorestsentssignaali tugevuse ja jaotuse jargi otsustades analoogsed. KMI molema
kontsentratsiooni puhul olid NP-d rakkudes ndhtavad juba 1 t pdrast to6tluse algust ning aja
jooksul muutus signaal intensiivsemaks ja hajusamaks. Téhelepanuvaarselt joudis SCO-Cy5 24
tunniga KMI juuresolekul korgel kontsentratsioonil ka rakutuumadesse, Kkusjuures Cy5-
positiivsete tuumade osakaal sdltus KMI kontsentratsioonist.

Konfokaalmikroskoopia pilte analiiiisiti ka kvantitatiivselt: selleks kvantifitseeriti Cy5
signaal 24 t kestnud inkubatsiooniga rakkudes, arvutades signaali tugevuse iihe raku kohta
programmis AutoQuant X3 (joonis 15; vt Lisa 6). Lisaks konfokaalmikroskoopiale teostati
uurimisrithma teiste litkkmete poolt KMI juuresolekul formeeritud NP-de TEM (transmissioon

elektronmikroskoopia) analiiiis (vt Lisa 7, joonis 35).
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Joonisl4. SCO-Cy5 paiknemine HelLa pLuc7O rakkudes. Rakke inkubeeriti SCO-Cy5, PF14 ja Ca?* ioone
sisaldavate NP-dega 1, 4 vdi 24 t, fikseeriti ning analiiiisiti Olympus FluoView FV1000 (Olympus, Jaapan)
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konfokaalmikroskoobiga. NP-d on detekteeritavad Cy5 (oranz) ning rakutuumad DAPI (sinine)
fluorestsentssignaali jargi. Koik skanneeritud tasapinnad on kokku liidetud. Nooled osutavad Cy5-positiivsetele
tuumadele. Esitatud on iihe representatiivse katse tulemused, katset korrati 3x. M3dtjoon 30 um, obj. 100x.
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Joonis 15. SCO-Cy5 signaali kvantifitseerimine rakkudes konfokaalmikroskoopia piltidel. HeLa pLuc705
rakke inkubeeriti uuritavate lahustega 24 t, fikseeritud rakke pildistati konfokaalmikroskoopi Olympus FluoView
FV1000 (Olympus, Jaapan) kasutades ning signaal kvantifitseeriti vihemalt sajas rakus proovi kohta. Kasutati
AutoQuant X3 tarkvara ning arvutati keskmine signaali tugevus raku kohta.

Nende tulemuste pdhjal saab jareldada, et KMI juuresolekul tekitatud NP-d tungivad
edukamalt rakkudesse ja seda eriti pikemaajalise (24 t) inkubeerimise puhul. Siiski, lihiajalise
(1 voi 4 t) inkubeerimise puhul voib ilma lisaioonideta valmistatud NP-de signaal olla tugevam.
Selline erinevus voib tuleneda NP-de omaduste muutumisest nt nende suurenemisest KMI
lisamisel, mistdttu NP-d kasutavad rakkudesse sisenemiseks aeglasemalt toimivaid
mehhanisme (nt retseptorite transport plasmamembraanile voi erineva endotsiitoosiraja
kasutamine).

Sarnase tlesehitusega Katse viidi 1abi ka HeLa EGFP 654 rakkudes, et analiiiisida
rakkudesse sisestatud SCO funktsionaalsust splaissingu muutmisel. Selleks transfekteeriti
reporterrakke “palja” SCO-654 voi PF14-SCO-654 NP-dega ja analiiiisiti KMl mdju EGFP
ekspressioonile, mida véimaldab splaissingu parandamine SCO-654 poolt (joonis 16). Selles
katses mikroskopeeriti elusaid rakke, viltimaks EGFP signaali voimalikku kustutamist
fiksaatori poolt. KMI lisamine suurendas oluliselt PF14-SCO NP-de bioloogilist toimet,
toendoliselt tostes nii rakkude transfektsiooni kui SCO rakutuuma joudmise efektiivsust,
lubades eeldada, et KMI m&ju NP-de funktsionaalsusele oli sarnane molemas uuritud rakuliinis.

Konfokaalmikroskoopia pilte analiiiisiti ka kvantitatiivselt, arvutades EGFP signaali

tugevuse iihe raku kohta programmi AutoQuant X3 abil (joonis 17; vt Lisa 6).
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Joonis 16. EGFP ekspressiooni muutus HeLa EGFP 654 rakkudes SCO toimel. Rakke inkubeeriti SCO-654,
PF14 ja KMI sisaldavate NP-dega 24 t ning analiitisiti EGFP (roheline) ja Drag5 (punane) fluorestsentssignaali
Olympus FluoView FV1000 (Olympus, Jaapan) konfokaalmikroskoobiga. Esitatud on kaikide tasapindade
koondsignaal. A, tootlemata rakud; B, SCO-654; C, PF14-SCO-654; D, PF14-SCO-654 + 3 mM Ca?*; E, PF14-
SCO-654 + 3 mM Mg?*. Esitatud on iihe representatiivse katse tulemused, katset korrati 3x. Mddtjoon 30 pm, ob;.
60x.
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Joonis 17. Konfokaalmikroskoopia piltidel kvantifitseeritud EGFP signaali tugevus rakkudes. HeLa EGFP
654 rakke inkubeeriti uuritavate lahustega splaissingu indutseerimiseks 24 t, rakud pildistati, kasutades
konfokaalmikroskoopi Olympus FluoView FV1000 (Olympus, Jaapan). Signaal kvantifitseeriti vihemalt sajas
rakus proovi kohta, kasutades AutoQuant X3 tarkvara, ning arvutati keskmine EGFP signaali tugevus raku kohta.
Kasutati SCO-654.
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3.2 PFl4-vahendatud SCO transfektsiooni efektiivsuse ja bioloogilise toime tugevuse

maaramine FACS analiiiisi abil

Uuritavate NP-de transfektsiooni efektiivsuse kvantitatiivseks méadramiseks inkubeeriti
HelLa pLuc705 rakke PF14-SCO-Cy5 (KMI lisandiga voi ilma) NP-dega 4 ja 24 t ning hinnati
Cy5-positiivsete rakkude arvu ja fluorestsentsi intensiivsust ldbivoolu tsiitomeetris (joonis 18).
Nagu ka mikroskoopia puhul, kasvas signaal koikide tootluste korral ajas, olles tugevam 24 t
jarel. 4 t inkubatsiooni jarel andis kdige tugevama signaali PF14-SCO-Cy5 NP-dega to6tlemine
ning KMI lisandiga NP-de korral oli signaali intensiivsus monevdrra madalam, olles ikkagi
suurem kui “palja” SCO-Cy5-ga toddeldud rakkudel. 24 t inkubeerimisel oli tulemus oluliselt
teistsugune: PF14-SCO-Cy5 NP-dega transfekteeritud rakkudes oli signaal samuti tugevam
vorreldes “palja” SCO-Cy5-ga transfekteeritud rakkudega, aga KMI lisand tostis mérgatavalt
NP signaali tugevust rakkudes. Antud tulemus on kooskolas mikroskoopilises analiiiisis
taheldatuga: molemad analiiiisid nditasid, et ilma KMI-ta valmistatud PF14-SCO NP-d
sisenesid HeLa pLuc705 rakkudesse mdnevorra efektiivsemalt liihiajalise (4 t) inkubeerimise

korral, kuid KMI lisamine NP-dele andis eelise pikemaajalisel (24 t) tootlemisel.

PF14-SCO PF14-SCO + PF14-SCO + PF14-SCO + PF14-SCO +
03mMCa 3mMCa 03mMMg 3mM Mg
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Joonis 18. SCO transfektsiooni efektiivsuse FACS analiiiis HeLa pLuc705 rakkudes. Rakke inkubeeriti Cy5
mirgisega SCO voi seda sisaldavate NP-dega 4 ja 24 t, fikseeriti ning moddeti Cy5 fluorestsentssignaali tugevust
BD FACSAria Cell Sorter (BD Biosciences, USA) abil, detekteerides 30 000 rakku iithe proovi kohta. Esitatud on
keskmised vaartused +/-SD, N=4.

Analoogne katse viidi 1abi HeLa EGFP 654 rakkudega, transfekteerides neid vastavalt
SCO-654 voi PF14-SCO-654 NP-dega ja vaadates KMI m&ju EGFP ekspressioonile (joonis
19). Nendes rakkudes tugevdas samuti KMI lisamine signaali, s.t m&ju oli analoogne HelLa

pLuc705 rakkudes mirgatud toimega.
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Joonis 19. SCO-654 bioloogilise toime tugevus FACS analiiiis HeLa EGFP 654 rakkudes. Rakke inkubeeriti
SCO-654 voi seda sisaldavate NP-dega 24 t ning moddeti EGFP fluorestsentssignaali tugevust BD FACSArria Cell
Sorter (BD Biosciences, USA) abil, detekteerides 30 000 rakku iihe proovi kohta. Esitatud on iihe representatiivse
katse tulemused, katset korrati 3x.

Mikroskoopilises ja FACS analiiiisis andis Ca* ja Mg?* ioonide lisamine NP-dele sarnase
tulemuse, kusjuures Ca?" oli enamasti mdnevdrra efektiivsem, tagades nii SCO-Cy5
efektiivsemat transfektsiooni HeLa pLuc705 rakkudesse (joonis 18), kui ka kdrgema EGFP
ekspressiooni HeLa EGFP 654 rakkudes (joonised 17 ja 19). See asjaolu voib olla seotud
kaltsiumi ioonide funktsioonide rohkusega rakus (vt 15ik 1.4.3), mistdttu Ca?* efekt voib olla
vahendatud suurema hulga protsesside kédivitamise/tShustamisega, kui magneesiumi oma (nt

tsiitoskeleti timberpaigutamine, endotsiitoosiradade kdivitamine jm).

3.3 Luminestsentsi intensiivsuse méotmine SCO splaissingut korrigeeriva aktiivsuse

maaramiseks

Jargnevalt uuriti erinevate tegurite moju HelLa pLuc705 reporter-rakuliinis toimuvale
lutsiferaasi ekspressioonile, mida voimaldab splaissingu korrigeerimine SCO-705 poolt ning
mille numbriliseks viljundiks on luminestsentsi tugevus rakuliisaadis. Uuritavateks teguriteks
olid erinevate RPP-de ja KMI lisamine NP-dele, s66tme koostise muutmine, endosoomide

destabiliseerimine, rakupinna retseptorite blokeerimine jms.

41



3.3.1 Kahevalentsete metalliioonide méju splaissingu korrigeerimise efektiivsusele SCO

poolt erineva koostisega NP-de korral

Lisades PF14-SCO NP-dele kahevalentseid metalliioone, avastati, et NP-de bioloogiline
toime oli tugevam KMI juuresolekul, kusjuures Ca?* oli keskmiselt mdnevdrra efektiivsem Kkui
Mg?*. Kui KMI lisamine ei vihendanud nihtavalt rakkude elulemust, siis Zn** ja Mn?
juuresolekul formeeritud NP-d olid rakkude jaoks toksilised kontsentratsioonil iile 0,3 mM, nii
et kahe viimase iooni kasutamisest loobuti. Ca?* ja Mg?* ioonide erinevate kontsentratsioonide
mdju testiti, inkubeerides rakke uuritavate lahustega 24 t jooksul (joonis 20). “Palja” SCO

efektiivsust KMI lisamine ei m&jutanud.
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Joonis 20. KMI erinevate kontsentratsioonide méju PF14-SCO NP-de bioloogilise toime efektiivsusele. HeLa
pLuc705 rakke inkubeeriti PF14-SCO-KMI NP-dega 24 t, liisiti ning mdddeti luminestsentsi tugevus Infinite
M200 PRO (Tecan, Sveits) mikroplaadi lugeja abil. Luminestsentsi tugevus on viljendatud suhtena tootlemata
rakkude luminestsentsi intensiivsusega. Esitatud on keskmised véartused +/-SD, N>3.

PF14-SCO NP-d pohjustasid u 15-kordse SCO-vahendatud lutsiferaasi aktiivsuse tousu
vorreldes tootlemata rakkude luminestsentsiga ning KMI lisamine suurendas NP-de efekti
tugevust. KMI moju splaissingu korrigeerimise efektiivsusele oli selgelt margatav alates u 10
uM-st, olles maksimaalne 3-5 mM lisaioonide kontsentratsiooni juures. Téheldati, et 0,3 mM
ja 3 mM KMI annavad representatiivse efekti, s.t sellised kontsentratsioonid iseloomustasid
kdige paremini KMI toimet. Sellepdrast kasutati edaspidistes katsetes neid kontsentratsioone
(joonis 21). 0,3 mM Ca?* juuresolekul suurenes luminestsents u 80x ja 3 mM Ca?* juuresolekul
u 125x vorreldes tootlemata rakkudega. Mg?* lisandi puhul olid vastavad arvud mdnevorra
vaiksemad: u 70x ja 100x. Seega, 0,3 ja 3 mM kontsentratsioonidel lisatud KMI suurendasid
PF14-SCO NP-de efekti vastavalt 5,3x ja 8,3x (Ca®* korral) ning 4,7x ja 6,7x (Mg?* korral).
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Joonis 21. Splaissingu iimberliilitamine “palja” v6i NP-de koostises oleva SCO-ga HelLa pLuc705 rakkudes.
Rakke inkubeeriti SCO vdi SCO-d sisaldavate erinevate NP-dega 24 t, rakud liisiti ning mdddeti luminestsentsi
tugevus Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) mikroplaadi lugeja abil. Positiivse kontrollina kasutati katsetes
Lipofektamiini (LF2000), mida ei ole jargnevatel joonistel ndidatud. Luminestsentsi tugevus on véljendatud
suhtena tootlemata rakkude luminestsentsi intensiivsusega. Esitatud on keskmised véirtused +/-SD, N>3.

Lisaks PF14-le analiiiisiti ka teiste NA transportivate peptiidide PF6, C22-14, NF55,

NF70 (H52), NF71 (H31), NF72 (H82), WRAP1 ja WRAP5 toimet, leides et nii SCO

transfektsiooni efektiivsus kui ka Ca?* mdju varieerusid nende seas mérgatavalt (joonis 22).
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Joonis 22. Splaissingu iimberliilitamise efektiivsus erinevate RPP-dega formeeritud NP-de koostises oleva
SCO-ga HelLa pLuc705 rakkudes. Rakke inkubeeriti SCO v6i SCO-d sisaldavate erinevate NP-dega 24 t, rakud
litiisiti ning moddeti luminestsentsi tugevus Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) mikroplaadi lugeja abil. Kdikide
RPP-de puhul kasutati MRS. Luminestsentsi tugevus on véljendatud suhtena todtlemata rakkude luminestsentsi
intensiivsusega. Esitatud on keskmised véértused +/-SD, N=3.

43



WRAP1 ja WRAP5 olid mairgatavalt vahem efektiivsed kui teised uuritud
transportpeptiidid. WRAP-SCO NP-dega toodeldud rakkude luminestsentsi intensiivsus oli
umbes samal tasemel mis “palja” SCO-ga ning Ca®* lisamine seda ei mdjutanud. Samuti olid
viheefektiivsed NF70 ja NF72 ning Ca®* lisamise m&ju nendele oli tithine v&i puudus ning neist
kahest andis NF72 keskmiselt 1,7x tugevama efekti kui NF70, suurendades luminestsentsi u 5x
vorreldes tootlemata rakkudega. NF70 ja NF72 vihese efektiivsuse pohjuseks voib olla nende
hiidrofoobsus, mistottu tekivad SCO-ga liiga stabiilsed NP-d, millest SCO ei vabane rakus.

Keskmise efektiivsusega SCO transfektsioonis oli PF6, andes ilma kaltsiumita tugevama
efekti kui PF14, kuid kuna PF6 oli vihem mdjutatud Ca®* lisamise poolt, oli see keskmiselt 2x
vihem efektiivsem kui PF14. NF71-SCO NP-d olid keskmiselt 2,6x vdhem efektiivsed kui
PF14-SCO NP-d ning Ca2" lisamine méjus nende aktiivsusele umbes sama tugevalt kui PF14-
SCO NP-dele. NF55-vahendatud SCO transfektsiooni tohusus oli vorreldav PF14 omaga ning
ka Ca?* efekt NF55-ga formeeritud NP-dele oli sama tugev kui PF14-SCO NP-dele, kusjuures
0,3 mM Ca?" méju oli tugevam NF55 korral. See vdib olla tingitud NF55 vihem lineaarsest
ruumilisest struktuurist, mis annab Ca?* ioonidele vdimaluse efektiivselt integreeruda NF55-
SCO NP-desse juba madalatel kontsentratsioonidel. C22-14-SCO NP-dele mé&jus Ca* lisamine
monevorra ndrgemini, Kui NF55, NF71 vai PF14-ga formeeritud NP-dele, kuid see-eest osutus
C22-14 viga efektiivseks ilma Kaltsiumi lisamiseta transfektsioonil. Seega, Ca?* ioonide
lisamine tugevdas enamuse uuritud peptiididega formeeritud NP-de bioloogilist toimet, kuigi
monede peptiidide korral (WRAPL/5, NF70/72) oli moju tithine, osadele (PF6, C22-14)
tugevam ja monele (PF14, NF55, NF71) eriti mérgatav (kuni 12x).

3.3.2 KMI méju pDNA PF14-vahendatud transfektsiooni efektiivsusele

Kontrollimaks KMI efekti universaalsust, testiti ka nende moju plasmiidi
transfektsioonile PF14 abil (joonis 23). Katsetes kasutati pGL3 plasmiidi, millelt rakus
ekspresseerub jaanimardika lutsiferaas, mille aktiivsust moddeti 24 t peale HeLa pLuc705
rakkude transfektsiooni.

“Palja” pGL3-ga transfekteeritud rakkude luminestsents ei erinenud todtlemata rakkude
luminestsentsist, osutades asjaolule, et vaba plasmiid, erinevalt ON-idest, ei padse rakkudesse
ega tuumadesse eelkdige pPDNA molekuli suuruse tottu. PF14-pGL3 NP-d formeeriti CR2
(PF14:pGL3) juures ning need pdhjustasid vorreldes tootlemata rakkudega seda suuremat
luminestsentsi, mida kdrgem oli pGL3 kontsentratsioon. Luminestsentsi intensiivsus tugevnes
nii 0,3 kui ka 3 MM KMI lisamisel 0,1 ja 0,25 ug/ml pGL3-ga NP-dele. 0,5 ug/ml pGL3-ga

NP-de puhul ei suurendanud 0,3 mM metalliioonid oluliselt luminestsentsi intensiivsust,
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seevastu 3 mM KMI lisamisel saavutati kuni 2,5x luminestsentsi kasv. Plasmiidi
kontsentratsiooni edasisel tdstmisel 1 pg/ml-ni pohjustasid 0,3 mM KMI hoopis luminestsentsi
ndrgenemise ning 3 mM KMI suurendasid NP-de efekti vaid 5-20% vorra. Uldiselt oli Ca®*
juuresolekul valmistatud pGL3-PF14 NP-de esilekutsutud luminestsents tugevam kui Mg?*
lisamisel, v.a 1 ug/ml pGL3-ga NP-d, kus 3 mM Mg?* pdhjustas suurema luminestsentssignaali

tousu kui 3 mM Ca?*.
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Joonis 23. KMI méju plasmiidi (pGL3) transfektsioonile PF14 abil. HeLa pLuc705 rakke inkubeeriti
uuritavate NP-dega 24 t, liiisiti ning mdddeti luminestsentsi tugevust Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits)
mikroplaadi lugeja abil. NP-de komponentide kontsentratsioone varieeriti, sdilitades laengute suhet 2
(PF14:pGL3) ning KMl lisati 0,3 ja 3 mM kontsentratsioonini. Luminestsentsi intensiivsuse vaértused on esitatud
osakaaluna tugevaima signaaliga proovist (milleks oli 1 pg/ml pGL3 + 2 uM PF14 + 3 mM Mg). Esitatud on
keskmised vaartused +/-SD, N=3.

Plasmiidi transfekteerimise katsetest voib jareldada, et KMI muudavad efektiivsemaks ka
pGL3-PF14 NP transfektsiooni. Samas soltub nende efekt NP-de komponentide
kontsentratsioonidest: pGL3 ja PF14 kontsentratsioonide kasvuga viheneb KMI mdju ning 2
uM PF14 (1 pg/ml pGL3) korral ei suurenda KMI lutsiferaasi ekspressiooni rakkudes. Antud
efekt voib olla pohjustatud NP-de mojust rakkude elulemusele, mis avaldub eelkdige korge
PF14 summaarse kontsentratsiooni korral. Margatavamaks muutub rakkude elulemuse langus
KMI kontsentratsiooni suurenedes, s.t vaadeldav mdju hdlmab NP-de efektiivsust ja toksilisust,
kusjuures madalamate kontsentratsioonide puhul prevaleerib efektiivsuse tdstmine ja

korgemate kontsentratsioonide puhul prevaleerib toksilisuse kasv.
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3.3.3 NP-de moodustamise ja rakkude tootlemise optimeerimine

Enamuse funktsionaalsete katsete puhul kasutati nn standardset inkubeerimisaega (24 t),
mis oli valitud varem Kirjanduses avaldatu alusel. Kontrollimaks, kas kasutatud
inkubatsiooniaeg on optimaalne ning see kehtib ka KMI juuresolekul valmistatud NP-de puhul,
vorreldi SCO bioloogilist moju erinevatel ajapunktidel (joonis 24). Selleks inkubeeriti HeLa
pLuc705 rakke uuritavate NP-de lahustega 1, 4, 24 ja 48 t jooksul. 1 t pérast ei erinenud
luminestsents olulisel mééral to6tlemata rakkude luminestsentsist, samas 4 t parast oli erinevus
juba mitmekordne ning 24 t ja 48 t jdrel oli see koige suurem, olles enamasti korgeim 24 t
inkubeerimise puhul. Katseskeemi lihtsustamise ja rakkude kiilvamisel kasutatava
konfluentsuse optimeerimise mottes kasutati ka edaspidistes katsetes just 24 t kestvat

inkubeerimist NP-de efektiivsuse hindamisel.

PF14-SCO PF14-SCO + PF14-SCO + 3 PF14-SCO + PF14-SCO +3
0,3 mM Ca mM Ca 0,3 mM Mg mM Mg

RLU/RLU(neg.k.)
S

1h m4h m24h m48h

Joonis 24. Inkubatsiooniaja mdju PF14-SCO-KMI NP-de bioloogilisele efektile. HeLa pLuc705 rakke
inkubeeriti SCO, PF14 ja KMI sisaldavate NP-dega 1, 4, 24 ja 48 t, rakud liilisiti ning mdodeti luminestsentsi
tugevus Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil. Luminestsentsi tugevus on viljendatud vorrelduna to6tlemata
rakkude luminestsentsi intensiivsusega ning vairtused on esitatud logaritmina. Esitatud on keskmised vaértused
vairtused +/-SD, N=3.

Jargmisena rakendati erinevaid NP komponentide kokkusegamise skeeme, katsetades
punktis 2.3.5.1 kirjeldatud variante (joonis 25). Kuna alternatiivsed skeemid ei andnud oluliselt

paremat tulemust vorreldes standardse skeemiga (skeem A), jatkati selle kasutamist.
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Joonis 25. NP-de komponentide kokkusegamise jirjekorra méju PF14-SCO-Ca?* NP-de bioloogilisele
efektile. HeLa pLuc705 rakke inkubeeriti 24 t neljal erineval viisil valmistatud NP-dega: A. Standardne skeem:
SCO + PF14, 15 min jérel + Ca?*. B. Kdik komponendid vahetult iiksteise jirel. C. PF14 + Ca?*, 15 min jirel +
SCO. D. SCO + Ca?, 15 min jirel + PF14. Luminestsentsi tugevust analiiiisiti rakuliisaadis Infinite M200 PRO
(Tecan, Sveits) abil. Luminestsentsi tugevus on viljendatud vdrrelduna tootlemata rakkude luminestsentsiga.
Esitatud on keskmised vaartused +/-SD, N=3.

Et selgitada, kuivord oluline on KMI inkorporeerimine NP-desse nende formeerumise
etapis, teostati katse, kus lisati metalliioone kas NP-de to6lahusesse voi s66tmega lahjendatud
NP-de juurde, seejdrel transfekteeriti rakke ja mdddeti lutsiferaasi aktiivsust 24 t inkubeerimise
jarel (joonis 26). KMI lisamine NP-de toolahusesse tostis lutsiferaasi aktiivsust 2,9-3,8x
rohkem, kui lisamine rakusd6tmesse, mille pdhjal vaib jareldada, et KMI on olulised NP-de
integraalse osana.
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Joonis 26. PF14-SCO NP-de bioloogilise toime tugevuse sdéltuvus KMI inkorporeerimisest. KMI lisati kas
NP-dele 15 min peale SCO ja PF14 komplekseerimist (“alglahus” joonisel) voi tdiss66tmega lahjendatud NP-de
lahustele (“s66de” joonisel). HeLa pLuc705 rakke inkubeeriti uuritavate lahustega 24 t ning modddeti
luminestsentsi tugevus rakuliisaadis Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil. Luminestsentsi tugevus on
véljendatud vorrelduna t66tlemata rakkude luminestsentsiga ja esitatud on keskmised véirtused +/-SD, N=3.
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Kuigi valdavalt kasutati PF14 ja SCO-d 16pp-kontsentratsioonidel vastavalt 500 nM ja
100 nM ehk molaarses suhtes 5:1 (MR 5), analiiiisiti ka SCO toimet splaissingule teiste MR-
ide korral (kasutades SCO-d alati 100 nM-na): MR1, MR3, MR7, MR10 ja MR20 (joonis 27).

100 TTT I
[ H ]TT o T
|
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|
71
. MR1 MR3 MR5 MR7

MR10 MR20

RLU/RLU(neg.k.)

PF14-SCO " PF14-SCO +0,3mM Ca ®=PF14-SCO+1mMCa mPF14-SCO +3 mM Ca

Joonis 27. PF14-SCO NP-de ja Ca?* mdju splaissingule séltuvalt PF14:SCO molaarsest suhtest (MR). Hela
pLuc705 rakke inkubeeriti PF14-SCO vdi PF14-SCO-KMI NP-sid sisaldavate lahustega 24 t ning mdddeti
luminestsentsi tugevus Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil. Luminestsentsi tugevus on viljendatud vérrelduna

tootlemata rakkude luminestsentsiga. Véértused on logaritmilised ja esitatud on keskmised véartused +/-SD, N=3.

Katsed kinnitasid, et varem kirjanduses avaldatud MR5 on optimaalne suhe ka meie
katsesiisteemis. Madalamate MR-idega valmistatud PF14-SCO NP-d pohjustasid norgema
luminestsentsi ning ka Ca2* ioonide lisamisel saadud efekt oli proportsionaalselt madalam,
vorreldes MR5-ga. Korgemate MR-idega NP-d indutseerisid sarnase voi mdnevorra tugevama
luminestsentsi, kui MR5 juures valmistatud NP-d, kuid Ca?* mdju nendele oli ndrgem.
Samasugust soltuvust MR-ist tiheldati ka NF55 puhul, aga erandlikult oli selle RPP korral
optimaalseks suhteks MR10 (vt Lisa 3).

3.3.4 Endosoomide destabiliseerimise méju PF14-SCO-KMI NP-de bioloogilisele efektile

Et selgitada, kas endosoomidesse lukustumine on oluliseks takistuseks ka KMI
juuresolekul formeeritud NP-de toimele, lisati HeLa pLuc705 rakkudele lisaks NP-dele
endosoome destabiliseerivat ainet klorokviini. NP-sid ja klorokviini sisaldava tdissootmega
inkubeeriti rakke 4 t, misjdrel asendati s60de varske tdissootmega ja moddeti luminestsentsi
intensiivsus 20 t parast. Vastavalt eeldatule leiti, et klorokviini lisamine parandab PF14-SCO
NP-de bioloogilist aktiivsust (joonis 28). llma KMI lisandita valmistatud PF14-SCO NP-de
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aktiivsusele avaldas klorokviini lisamine koige tugevamat mdju (U 8X kdrgem
luminestsents/splaissingu korrigeerimine), 0,3 mM kaltsiumiga lahuste toimet tugevdas
klorokviin vaid 94% vorra ja 3 mM kaltsiumiga NP-dele efekti suurendas see 8,6% vorra. Need
tulemused annavad pdhjust arvata, et KMI toime pdhimehhanismiks voib olla just NP-de
endosoomidest vabanemise soodustamine (s.t klorokviinile sarnane toime) ning see toime
tugevneb KMI kontsentratsiooni tdstmisel, muutudes 3 mM Ca?* sisalduse juures piisavalt

tugevaks selleks, et klorokviin peaaegu ei avaldaks lisamoju.
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Joonis 28. Endosoomide destabiliseerimise méju PF14-SCO NP-de bioloogilisele aktiivsusele. HeLa pLuc705
rakke inkubeeriti 4 t koos NP-de ja endosoome destabiliseeriva aine Klorokviiniga ning seejérel iile66 tdissootmes.
Seejirel rakud liiiisiti ning modddeti luminestsentsi tugevust Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil.
Luminestsentsi tugevus on véljendatud vorrelduna to6tlemata rakkude luminestsentsiga. Esitatud on keskmised
véaartused +/-SD, N=3.

3.3.5 SR-A blokeerimise mdju PF14-SCO-KMI NP-de bioloogilisele efektile

Et vaadata, kas ka KMI sisaldavate NP-de puhul on rakkudesse sisenemise viisiks SR-A-
soltuv retseptor-vahendatud endotsiitoos, lisati HeLa pLuc705 rakkudele vastavaid retseptoreid
blokeerivaid looduslikke ligande (Poly | ja fukoidaan) 1 t enne transfektsiooni NP-dega. Rakke
inkubeeriti NP ja SR-A inhibiitoreid sisaldavate lahustega (ile66 ja mdddeti luminestsentsi
intensiivsust 24 t peale transfektsiooni. Fukoidaaan vihendas olulisel mééral (keskmiselt 96%
vorra) PF14-SCO NP-de bioloogilist aktiivsust, aga selle keemiline analoog galaktoos ei
avaldanud inhibeerivat toimet (joonis 29). Fukoidaani suhteline moju NP-de aktiivsusele ei
soltunud selle kontsentratsioonist, varieerudes mitte rohkem kui 2% {iiht tiitipi NP-de puhul
(suurim vahe esines PF14-SCO + 3 mM Ca?* NP-de korral: kui 2,5 pg/ml fukoidaan inhibeeris
NP-de toimet 96,7%, siis 5 ug/ml kontsentratsioonil pShjustas see 98,7% aktiivsuse languse).
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Joonis 29. SR-A inhibiitor fukoidaani ja selle keemilise analoogi galaktoosi méju PF14-SCO-Ca?* NP-de
bioloogilisele efektile. HeLa pLuc705 rakke inkubeeriti 1 t SR-A inhibiitoreid sisaldava so6tmega, lisati NP-de
toolahused ning inkubeeriti iiles. Luminestsentsi tugevus moddeti Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil.
Luminestsentsi intensiivsus on viljendatud vorrelduna tdotlemata rakkude luminestsentsiga ning véértused on
logaritmitud. Esitatud on keskmised véartused +/-SD, N=3.

Teine SR-A inhibiitor Poly I parssis samuti PF14-SCO NP-de bioloogilist aktiivsust ning
selle toime soltus mirgatavalt Ca?* kontsentratsioonist (joonis 30). Kui ilma kaltsiumita ja 0,3
mM Ca?* puhul vihendas Poly | kdigil kasutatud kontsentratsioonidel luminestsentsi tasemeni,
mis oli vorreldav todtlemata rakkude luminestsentsiga (langus 85-97%), siis 3 mM Ca?* korral
vahendas Poly | luminestsentsi vaid 4, 33 ja 63% vorra, soltuvalt inhibiitori kontsentratsioonist.

Poly I keemiline analoog Poly C ei avaldanud inhibeerivat toimet.
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Joonis 30. SR-A inhibiitori Poly I ja selle keemilise analoogi Poly C mdju PF14-SCO NP-de bioloogilisele
aktiivsusele. HeLa pLuc705 rakke inkubeeriti 1 t SR-A inhibiitoreid sisaldava sd6tmega, lisati NP-d, inkubeeriti
iiledd ning mdddeti luminestsentsi tugevus Infinite M200 PRO (Tecan, Sveits) abil. RLU viirtused on niidatud
vorrelduna tootlemata rakkude luminestsentsiga ning vaértused on logaritmitud. Esitatud on keskmised véartused
+/-SD, N=3.
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Inhibiitorite rakendamisel saadud tulemused néitavad, et SR-A on olulised ka KMI
juuresolekul valmistatud NP-de sisenemise jaoks HelLa pLuc705 rakkudesse. Samas muutub
SR-A inhibiitorite mdju ndrgemaks kdrge Ca?* kontsentratsiooniga NP-de puhul, mis annab
pOhjust arvata, et PF14-SCO-KMI NP-de internaliseerimisel on lisaks SR-A-vahendatud
endotsiitoosile kaasatud alternatiivsed mehhanismid voi et sellised NP-d konkureerivad

edukamalt SR-A looduslike ligandidega.

3.4 PF14-SCO-Ca?* NP-de toime hindamine HeLa pLuc705 rakkude elulemusele

PF14-SCO-Ca?" NP-de toimet HeLa pLuc705 rakkude elulemusele hinnati kasutades
MTT testi. “Palja” 100 nM SCO mdjul ei langenud rakkude elulemus, olles keskmiselt vordne
tootlemata rakkude elulemusega. Ca®* lisamisel SCO-le langes rakkude elulemus vihesel
maédral sOltuvalt lisaioonide kontsentratsioonist. Rakkude elulemus langes mérgatavamalt PF14
lisamisel SCO-le ning pérssiv moju soltus oluliselt MR-ist (MR1 juures elulemus 88%, MR5
juures 83%, MR7 ja MR10 juures u 74% ning MR15 juures 63% “palja” SCO-ga to6deldud
rakkude elulemusest) (joonis 31B). See viitab asjaolule, et PF14 tsiitotoksiline efekt on
pohjustatud peamiselt kompleksidesse mitte seotud, nn vaba peptiidi fraktsiooni poolt, mis on
suurem korgema MR korral. Ca?* lisamine PF14-SCO NP-dele pirssis rakkude elulemust

analoogselt “palja” SCO korral tiheldatuga Ca?* kontsentratsioonist sdltuvalt.
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Joonis 31. HeLa pLuc705 rakkude elulemus erinevaid NP-sid sisaldavas sootmes. Rakke inkubeeriti “palja”
SCO-ga (Ca?* lisandiga vdi ilma), PF14-SCO vdi PF14-SCO-Ca?* NP-dega 24 t ning hinnati nende elulemus MTT
testi kasutades. A — rakkude elulemus Ca?* lisamisel erinevatel kontsentratsioonidel (“0,3-2 mM Ca” tihistab
rakkude keskmist elulemust 0,3, 0,5, 1 ja 2 mM Ca?* lisamisega valmistatud NP-de mdjul ning “3-5 mM Ca”
tihistab rakkude keskmist elulemust 3, 4 ja 5 mM Ca?* lisamisega valmistatud NP-de mgjul). B — rakkude elulemus
erinevate PF14:SCO MR-ide puhul. Elulemus on viljendatud proovide neelduvuse osakaaluna “palja” SCO-ga
toodeldud proovi neelduvusest. Esitatud on keskmised vaértused, N>3.
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Nendest tulemustest voib jireldada, et kasutatud RPP-del on rakkude elulemusele
tugevam mdju, kui lisatud kaltsiumi ioonidel. Ca?* mdjul langes rakkude elulemus vaid vihesel
médral ning Ca®* pérssiv efekt ei tugevnenud PF14:SCO MR-i tdstes. On oluline mirkida, et
Ca?" arvutuslik 15pp-kontsentratsioon, mis on arvutatud NP-de todlahuste valmistamisel
kasutatud CaCl, molaarsuse jagamisel kiimnega, ei vasta otseselt tegelikule kontsentratsioonile
lahuses, kuna ka rakusddde sisaldab metalliioone. Seega rakkude elulemust mdjutav Ca?*
kontsentratsioon on sd6tmes olevate ja NP-dega lisatavate ioonide kontsentratsioonide summa,

mis nt 3 mM Ca?* lisandi korral on 4,8 mM.

3.5 KMI méju uurimine NP-de fiiiisikalistele omadustele

Fluorestsentsmikroskoopia tulemuste pohjal oletati, et NP-de suurus voib muutuda KMI
lisamise mojul. Et selgitada, kas ja kuidas see muutub, mdddeti NP-de hiidrodiinaamilist
diameetrit (mida iseloomustab lahust ldbiva valguse hajuvus) ja zeta-potentsiaal (ZP), mis
kajastab lahuses olevate osakeste pinna elektrilisi omadusi. NP-de suurust ja ZP md&ddeti
kasutades kahte erineval pohimottel toimivat seadet — ZetaView ja ZetaSizer’it — mille abil
saadud tulemused erinesid monevdrra.

ZetaView abil saadud tulemused on toodud joonistel 32 ja 33. KMI lisamisel kasvas nii
NP-de hiidrodiinaamiline diameeter kui ka nende ZP ning viimase suurenemine oli sdltuvuses
lisatavate ioonide kontsentratsioonist. ZetaView abil osakeste suuruse mootmise eripdra
seisneb selles, et seade ei vota arvesse liiga suuri 0sakesi, lugedes neid veaks, nii et masinal on
olemas nii-6elda eelistatud fraktsioon suuruse jérgi. Selle tulemusel ndib osakeste suurus
tihtlasem kui teised meetodid (ZS ja TEM) niitavad. PF14-SCO NP-d olid arvutuslikult
keskmiselt 120 nm 18bimdoduga ning KMI lisamisel kasvas 1dbimdot 25-30% vdorra (ning
vihenes “Onnestunud” mootmiste osakaal). PF14-SCO NP-de ZP 0,8 mM MES puhvris oli
keskmiselt -37 mV ning muutus vihem negatiivseks KMI juuresolekul, kasvades vastavalt 38%
ja 54% vorra 3 mM ja 30 mM KMI lisamisel NP-de alglahusesse. PF14-pGL3 NP-d olid
keskmiselt viiksema 1dbimoddu ja vihem negatiivse ZP-ga kui PF14-SCO NP-d (tulemused
pole esitatud).
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Joonis 32. PF14-SCO NP-de keskmine hiidrodiinaamiline diameeter (A) ja zeta-potentsiaal (B), méodetuna
ZetaView abil. Joonisel on toodud NP-de valmistamisel kasutatud (NP-de alglahusesse lisatud) lisaioonide
kontsentratsioonid. Modtmiseks sobiva NP kontsentratsiooni saavutamiseks lahjendati alglahused 100x (PF14-
SCO korral) v&i 30-50x (PF14-SCO-KMI korral). Esitatud on keskmised véartused +/-SD, N>3.
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Joonis 33. PF14-SCO NP-de suuruse sdltuvus lisatava Ca?* kontsentratsioonist mdddetuna ZetaView’ga.
Ca?* lisamisel langes viiksema hiidrodiinaamilise diameetriga NP-de osakaal ja kasvas suuremate NP-de osakaal.
Esitatud on tihe representatiivse katse tulemus neljast. Graafik on saadud kasutades tarkvara veebilehel zvgraphs
(zvgraphs.ut.ee).

ZetaSizer-i abil moddetud NP parameetrid on esitatud joonisel 34. Erinevalt ZetaView-st
el sordi ZetaSizer vilja “liiga” suuri partikleid ning ka véga viikeste partiklite puhul on selle
seadme tundlikkus korgem. See analiilis voimaldas mitte ainult iseloomustada osakeste

keskmist diameetrit, vaid ka tuvastada poliidispersses segus olevaid erinevaid NP fraktsioone.
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Joonis 34. PF14-SCO NP-de keskmine hiidrodiinaamiline diameeter (A) ja zeta-potentsiaal (B) méddetuna
ZetaSizer-iga. Esitatud on keskmised védirtused +/-SD, N>3. Igas Kkatses teostati ithe proovi kohta 8 suuruse
modtmist ja 4 zeta-potentsiaali modtmist.

PF14-SCO NP-de keskmiseks diameetriks saadi u 174 nm (pGL3-PF14 NP-d olid
monevorra viiksemad) ning KMI juuresolekul formeeritud NP-de 1dbimdot oli keskmiselt 2-6x
suurem. Samas KMI lisand muutis NP heterogeensemaks ja lahustes esinesid vdga erineva
diameetriga osakesed — alates u 100-st ja kuni 1500 nm-ni (vt Lisa 4). PF14-SCO NP-de ZP-ks
vees hindas ZetaSizer u -5,4 mV ning KMI lisamisel 3 mM kontsentratsioonil muutus see
keskmiselt 10-40% negatiivsemaks, kdikudes mdotmiste vahel suures ulatuses. KMI lisamisel
suuremal kontsentratsioonil (30 mM) muutus NP-te ZP positiivseks. Kokkuvatteks voib 6elda,
et madalal kontsentratsioonil lisatavad KMI suurendavad PF14-SCO NP-de 1d8bim&otu 2-3,5X,
kuid ei muuda vdi muudavad véga vihesel médéral nende ZP. Seevastu kdrgel kontsentratsioonil
lisatud KMI suurendavad nii osakeste hiidrodiinaamilist diameetrit (keskmiselt 5x) kui ka nende
ZP, muutes selle positiivseks. Samas, mdlema suuruse vaartused varieeruvad suures ulatuses,

viidates tekkiva segu suuremale heterogeensusele.
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Kokkuvote

Splaissingut  korrigeerivad oligonukleotiidid (SCO-d) on korge potentsiaaliga
terapeutikumid, mille transfektsiooni efektiivsuse suurendamiseks on vilja to6tatud mitmeid
vektorsiisteeme, s.h rakkudesse penetreeruvad peptiidid (RPP-d). Kéesolevas t66s uuriti, kuidas
mojub Kkaltsiumi ja magneesiumi ioonide (KMI) lisamine RPP PepFectl4 (PF14) ja SCO
komplekseerimisel tekkivate nanopartiklite (NP-de) bioloogilisele aktiivsusele, fiitisikalistele
omadustele, internaliseerimise mehhanismile ja tsiitotoksilisusele.

Splaissingu iimbersuunamise kvantifitseerimise Kkatsed néiitasid, et splaissingu
korrigeerimine toimub suurema efektiivsusega nendes rakkudes, mis on toddeldud KMI
juuresolekul valmistatud PF14-SCO NP-dega ning et KMI kasutades saab tdosta NP-de
bioloogilist efektiivsust mitmekordselt. Lisaks sellele ndidati, et KMI lisamine on efektiive NP-
de formeerumise etapil, viidates, et KMI on PF14-SCO NP-de integraalseks osaks.
Mikroskoopia ja FACS analiiiisi abil leiti, et KMI lisamisel suurenes PF14-SCO NP-de
internaliseerimine rakkudesse ja oluliselt kasvas SCO kontsentratsioon rakutuumades, mis on
SCO toimekohaks. Rakkude pinnal ja sisemuses ilmestusid suuremad struktuurid, viidates, et
NP-d koonduvad KMI mgjul suurematesse agregaatidesse ning sisenevad rakkudesse,
indutseerides suuremate endosoomide teket.

Uurides KMI sisaldavate NP-de internaliseerimise mehhanismi, niidati, et tiilip A
piitidurretseptorid ehk SR-A on olulised nende internaliseerimisel. Samas ei blokeeri SR-A
inhibiitorid tiielikult Ca?* kdrge kontsentratsiooni juures valmistatud NP-des rakku viidud SCO
toimet. See viitab véimalusele, et KMI juuresolekul valmistatud NP-de internaliseerimisel on
kaasatud alternatiivsed mehhanismid voi et need konkureerivad edukamalt SR-A
inhibiitoritega. Samuti leiti, et KMI muudavad oluliselt efektiivsemaks NP-de vabanemise
endosoomidest, mis vdib olla nende bioloogilise aktiivsuse kasvu peamiseks pohjuseks.

KMI muudavad PF14-SCO NP-de fiiiisikalisi omadusi, suurendades nende zeta-
potentsiaali ja hiidrodiinaamilist diameetrit ning nende mojul muutub NP-sid sisaldav lahus
heterogeensemaks. KMI ei suurenda oluliselt NP-de toksilisust rakkudele jaoks ning nende
toime on analoogne erinevates splaissingu korrigeerimisel pdhinevates testsiisteemides ja
erinevate RPP-de korral, viidates KMI-vahendatud NP-de bioloogilist efektiivsust suurendava

moju universaalsusele.
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Effect of bivalent metal ions on CPP-facilitated transfection and splice-correcting
activity of SCO

Maria Maloverjan
Summary

Splice-correcting oligonucleotides (SCOs) are highly promising novel therapeutic agents.
To increase their transfection efficiency, several vector-based systems have been developed,
among which are cell-penetrating peptides, CPPs. In current study, we studied nanoparticles
(NPs) formed between SCO and one of the CPPs, PepFect14 (PF14). Calcium ions have earlier
been used to facilitate pDNA transfection with Tat peptide and pack siRNA to NPs for
internalisation by cells. It has been shown that depletion of calcium leads to reduction of
biological activity of PF14-SCO NPs. The aim of the current study was to analyze, whether and
how calcium and magnesium ions (CMI) influence biological activity, physical properties,
mechanism of transfection and cytotoxicity of PF14-SCO NPs.

Confocal microscopy and FACS analysis revealed enhanced internalisation of CMI-
complemented PF14-SCO-Cy5 NPs (cNPs) into HeLa pLuc705 cells, and an increase of Cy5
signal intensity was especially apparent in the cell nuclei. Similar tendencies were also observed
using EGFP-based reporter cell system.

Enhanced biological activity of PF14-SCO cNPs compared with non-complemented NPs
(nNPs) was further confirmed using luciferase assay in HelLa pLuc705 reporter cells. In
addition, Ca* ions potentiated biological activity of NPs containing several other CPPs. SR-As
(main receptors responsible for internalisation of nNPs) appeared to be important for the
internalisation of cNPs, although the effect of one of the receptor inhibitors was relatively weak
in case of high concentration of Ca?*, suggesting that alternative internalisation mechanisms
might also be involved in this case, or that cNPs compete more efficiently with natural ligands
of SR-As. Endosomes destabilising compound, chloroquine, enhanced the biological response
to cNPs, but its effect decreased at higher concentrations of CMI, suggesting that CMI induce
endosomal escape of NPs, which seems to be the main cause of higher biological effect of cNPs.
Addition of Ca?* ions slightly interfered with the viability of cells. However, the negative
impact of PF14 on cell viability was more remarkable than that of Ca?*.

Analysis of the hydrodynamic diameter and zeta-potential (ZP) of nNPs and cNPs
revealed that both the size and ZP of NPs increased upon addition of CMI, and NPs became
more heterogeneous. The finding that CMI increased the efficiency of NPs assembled with
different CPPs and nucleic acid molecules and biological effect of the latter in different cell
lines allows to consider the effect of CMI universal.
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Lisad

Lisa 1.

Lutsiferaasi substraadi lahuse koostis

komponent kontsentratsioon komponent kontsentratsioon
DTT 25 mM EDTA 1 mM
LH2 1 mM Tricine 20 mM
ATP 1 mM MgCQOs 1 mM
CoA 25 uM MgSQO4 5mM
Lisa 2.

SCO-Cy5 HelLa pLuc705 rakkudesse sisenemise konfokaalmikroskoopiline analiiiis.
Oranz on Cy5 ja sinine vastavalt DAPI / tuumade signaal. On niidatud iiks tasapind ja liks
ajapunkt (24 t). A, toétlemata rakud; B, SCO-Cy5; C, PF14-SCO-Cy5; D, PF14-SCO-Cy5 +
0,3 mM Mg?*; E, PF14-SCO-Cy5 + 3 mM Mg?*. Mddtjoon 20 um, obj. 100x.

Lisa 3.

Ca* mdju NF55-SCO NP-de luminestsentsi suurendavale toimele sdltuvalt NF55
kontsentratsioonist. On ndidatud iihe representatiivse katse tulemus. RLU véirtused on

ndidatud vorrelduna to6tlemata rakkude luminestsentsiga.
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Lisa 4.

ZetaSizer-iga NP-de suuruse mdotmise tulemused, esitatud on erineva hiidrodiinaamilise
diameetriga osakeste osakaal valguse hajuvuse intensiivsuse (vasakpoolsed graafikud) voi NP-

de massi (parempoolsed graafikud) jargi. lga graafik kujutab endast iihe katse piires teostatud

nelja modtmise keskmist tulemust.
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Lisa 5.

Aberrantne splaissing ja selle korrigeerimine HeLa EGFP 654 rakkudes (“Kole’s assay”).

Antud rakuliin sisaldab EGFP geeni, kuhu on sisestatud inimese beeta-globiini 2. intron, mis

kannab iihenukleotiidset asendust 654. positsioonis. See asendus pdhjustab aberrantset

splaissingut, s.t kiipse mRNA sisse jddb introni osa, mille tulemusel siinteesitakse

mittefunktsionaalne valk. Juhul kui SCO (lilla) blokeerib aberrantset splaissingut pohjustava

piirkonna, kulgeb splaissing normaalselt ning siinteesitakse fluorestseeruv EGFP.
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Lisa 6.

Cy5 ja EGFP signaali kvantifitseerimine konfokaalmikroskoopia piltidel. Valiti 10 rakku
ning jagati parameeter “Sum of voxel intensities” kiimnega, et saada keskmine signaali
intensiivsus raku kohta. A, HeLa pLuc705 rakud + PF14-SCO-705; B, HeLa EGFP 654 rakud
+ PF14-SC0O-654 + 3 mM Mg?*.
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Joonis 35. PF14-SCO-NG-Ca?* NP-de internaliseerimise, endosoomidest vabanemise ja rakutuuma
sisenemise TEM (transmissioon elektronmikroskoopia) analiiiis. Analiiiisiks kasutati nanokullaga (Nanogold)
mirgistatud SCO-d ehk SCO-NG (100 nM). 3 mM Ca?* juuresolekul formeeritud PF14-SCO NP-d (MR5)
seostuvad plasmamembraaniga (A) ning internaliseeruvad rakkudesse (B, C). Seejdrel satuvad NP-d
endosoomidesse (D), kust vabanevad endosoomi membraani 13hkudes (d1, d2), nii et vabu NP-sid vdib ndha ka
tsiitosoolis (noolepead piltidel D, d1, d2, E ja F), s.h tuumamembraani ldhedal (F). 24 t inkubatsiooni jarel voib
nédha ka tuuma sisenenud NP-sid (E, F, suurendatud alad). Rakke inkubeeriti PF14-SCO NP-dega 4 t (A, B, C) ja

24t (D, E, F). TEM analiiiis viidi 14bi teiste uurimisrithma liikmete poolt.
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