TARTU ULIKOOL

LOODUS-JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT
ARENGUBIOLOOGIA OPPETOOL

Indrek Etverk

Oligonukleotiidide rakusisene lokalisatsioon rakku siseneva peptiidi

PepFectl4 vahendatud transpordil

Bakalaureusetoo

Juhendajad: Annely Lorents, PhD
Prof. Margus Pooga

TARTU 2013



Sisukord

SISUKOTA ..ttt ettt et b et b et a e st b et 2
KASUTATUD LUHENDID .....ccoootiiiiiierinieeieseesieseesiesiis s ssse st ssessse e sienes 3
SISSEJUHATUS .ttt h et et e b et e e bt e st et e e bt e st e bt ese e beebeeneenbeebeeneenee 4
1. KIRTANDUSE ULEVAADE .......cooooiuiiiieieieieieeeeseeee et 5
1.1 ENAOESTEOOS ..ttt ettt e sbe e sttt s bt e e et eaae et e e beebeens 5
1.1.1 Endosoomide rakusisene suunamine ja ainete endosoomidest viljumine...................... 6

1.2 Terapeutilised oligonukleotiidid ja nende transport rakkudesse ............ccecvvercvieerieenivienneenns 8
1.3 Rakku sisenevad peptildid.........cceeereieriiiiiieeiie ettt e 10
1.3.1 RSP-de seondumine rakumembraaniga ning rakku sisenemine............cccccceeveveerunennne 11
1.3.2 Lastmolekuli sidumine RSP-ga ........ccc.ooviiiiiiiiiiieiiee et 13

1.4 TranSPOTTAANIA ......ccveeiiieeiieeiieeiee ettt ettt e et e e e et e e saeessbeesnseeenseeensaeensseesnseeanneens 13
LT o) ] et e (o BRSPS 14
1.6 KOTISTUSTEISEPIOTIA ..evvvieiiieeiiieeiiieeiie ettt ettt ettt e e eiveeeaeeeteeetaeessseeseseessseeensaeansaeensneens 16
1.6.1 Koristusretseptorite KIASS A ........coviieiiieiiieeiie ettt eaee e ens 17

2. EKSPERIMENTAALNE OSA ...ttt 18
2.1 TOO @ESIMEATK ....eeiiitieiieiteie ettt ettt ettt ettt e bt e sbe e e e e 18
2.2 Materjal ja MEtOOAIKA .......ccuiiiiiiiiiiiieeieee e 18
2.2.1 Kasutatud TakULIIN c...ooveeeeeiiiie ettt 18
2.2.2 Kasutatud transportpeptiid ja oligonukleotiid ...........coovevieriiiiiiniieiiiieeeececee 18
2.2.3 PF14-SCO mittekovalentsete komplekside moodustamine .............cceeevveevieecveennenn. 19
2.2.4 PF14-SCO komplekside kolokalisatsioon rakuorganellide markeritega...................... 19
2.2.5 SHALSTIKA ..eueiieitiiteeee ettt 20

2.3 TUICIMUSEA ...ttt ettt sttt et 20
2.3.1 PF14-SCO komplekside rakusisene lokalisSeeruming............ccceeeeveeeeueeereeeeieesveeennennn 20

24 ATULCIU ..ot ettt h e st ettt ettt b e b 25
KOKKUVOTE .....oetiiiiiiiicic et 28
SUMMARY ettt ettt h e s e bt bt et e bt e et e bt e bt en b e sbeeneebeeseentenbeenes 29
KASUTATUD KIRJANDUS ...ttt sttt sb e sttt sbe st eeesbeeneens 31
TANUSONAU. ...ttt ettt et et et st sat e e st et et et e b e beenae 37
Lihtlitsents 16putd6 reprodutseerimiseks ja 10putoo tildsusele kéttesaadavaks tegemiseks.......... 38



KASUTATUD LUHENDID

DIC diferentsiaal-interferents kontrastmikroskoopia (differential interference

contrast microscopy)

ER endoplasmaatiline retiikulum

mRNA informatsiooni RNA (messenger RNA)

PF14 PepFectl4

QN trifluorometiitilkvinoliin (¢rifluoromethylquinoline)

RSP rakku sisenev peptiid

SCO splaissimist korrigeeriv oligonukleotiid (splice correction
oligonucleotide)

TP10 transportaan 10



SISSEJUHATUS

Tanapédeval on geenide ekspressioonitaseme reguleerimine erinevate nukleiinhapete abil
perspektiivikas meditsiiniharu. Paraku ei ole potentsiaalsed terapeutilised nukleiinhapped
voimelised iseseisvalt rakkudesse sisenema ja seetdttu on vajalik vélja tootada efektiivne meetod
nende rakkudesse transportimiseks. Bioaktiivsete makromolekulide rakku toimetamiseks voib
kasutada nditeks viirusvektoreid voOi lipofektsiooni, kuid tihti voib efektiivse meetodi
kasutamisega kaasneda patsiendile ohtlikke korvalmdjusid vOi ohutu meetod osutub
ebaefektiivseks.

Uheks transpordivektorite klassiks on rakku sisenevad peptiidid (RSP-d), mille eelisteks
vorreldes teiste transpordimeetoditega on korge efektiivsus erineva suurusega lastmolekulide
transpordil rakkudesse nii in vitro kui in vivo ning madal toksilisus. Tuntud transportpeptiidi
TP10-e (transportaan 10) baasil on vélja tootatud keemiliselt modifitseeritud nn teise pdlvkonna
RSP-de perekond nimega PepFect, mis on ndidanud suurepdrast geeniekspressioni mojutavate
nukleiinhapete rakkudesse toimetamise vOimet. Samas enne kui peptiidsed transpordivektorid
saab meditsiinis ja biotehnoloogias kasutusele vdtta, tuleb kindlaks teha nende tipne sisenemise
mehhanism, rakusisene liitkumine/suunamine ja selle voimalikud korvalmdjud rakule.

Kéesoleva t66 eesmérgiks oli uurida PepFect-ide perekonda kuuluva rakku siseneva
peptiidi  PepFectl4-e ning splaissimist korrigeeriva oligonukleotiidi mittekovalentsete
komplekside rakusisest lokalisatsiooni. Seetottu uuriti nimetatud komplekside vdimalikku
rakusisest suunamist endoplasmaatilisse retiikulumi, Golgi kompleksi vOi mitokondritesse

soltuvalt ajast.



1. KIRIANDUSE ULEVAADE

1.1 Endotsiitoos

Rakku timbritseb fosfolipiidsest kaksikkihist ja selles paiknevatest valkudest koosnev
plasmamembraan, mis on selektiivseks barjdériks raku sise-ja viliskeskkonna vahel. Raku
plasmamembraani lilesandeks on kaitsta rakku véliste mojutuste eest ja samal ajal tagada raku
ainevahetus viliskeskkonnaga. Rakule eluliselt vajalikud vidikesed molekulid (nditeks suhkrud,
ioonid ja aminohapped) pddsevad rakku mitmete spetsialiseerunud pumpade ja kanalite
vahendusel, ent suuremad molekulid sisenevad rakku endotsiitoosi teel.

Endotsiitoos jaguneb fagotsiitoosiks ja pinotsiitoosiks. Fagotsiitoosiks on vdimelised vaid
moned rakutiiiibid, nditeks makrofaagid ja neutrofiilid, mis kasutavad fagotsiitoosi apoptootiliste
rakkude ning organismi tunginud patogeenide eemaldamiseks. Pinotsiitoosi esinemist on aga
leitud koikides rakutiiiipides ning selle abil omastavad rakud vedelikke koos neis lahustunud
makromolekulidega (Alberts jt., 2008). Pinotsiitoosi jagatakse omakorda mitmesse alaliiki:
klatriin-vahendatud endotsiitoos, kaveoliin-sdltuv endotsiitoos, klatriin-ja kaveoliin-sdltumatu
endotsiitoos ning makropinotsiitoos (joonis 1) (Conner ja Schmidt, 2003).

Klatriin-vahendatud endotsiitoos (joonis 1) esineb kdikides imetajarakkude tiilipides
(Sahay jt., 2010). Klatriin-vahendatud endotsiitoosi puhul haaratakse plasmamembraanil olev
retseptor koos temaga seondunud ligandiga membraanil olevasse kindlasse alasse, mida
nimetatakse kaetud lohuks. Lohkude peamiseks struktuurseks iiksuseks on tsiitosoolis asuv valk
nimega klatriin-1, kuid klatriini seondumiseks plasmamembraaniga on vajalikud ka mitmed
adaptorvalgud, niiteks AP-2 ja AP180. Klatriini ja adaptorvalkude interkatsiooni tulemusena
tekib umbes 120 nm 1dbimdoduga vesiikul, mis eemaldatakse plasmamembraani kiiljest vdikese
GTPaasi (GTP-d lagundav valk) diinamiini poolt (Pucadyil ja Schmid, 2009).

Kaveoliin-soltuv endotsiitoos (joonis 1) esineb eelkdige lihasrakkudes, endoteeli
rakkudes, fibroblastides ja adipotsiiiitides (Doherty ja McMahon, 2009) ning toimub
plasmamembraanis olevates kolesteroolirikastes alades, mida nimetatakse lipiidseteks parvedeks
(lipid rafts) (Simons ja Toomre, 2000). Kaveoolid on 60-80 nm labimddduga
membraanisopistused, mille tekkeks on vajalik valk nimega kaveoliin-1 (Doherty ja McMahon,

2009). Kaveoolide eemaldamine plasmamembraanilt toimub samuti diinamiini abil (Nabi, 2009).
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Joonis 1. Erinevad endotsiitoosirajad. Endotsiitoosiradade jaotus ja endotsiiteeritud materjali
rakusisene suunamine (Marsh ja Helenius, 2006 jargi).

roplasmaat-

Tsittoplasma Rakutuum ine rerilicim

Makropineotsiitoos (joonis 1) on klatriin- ja kaveoliin-sdltumatu endotstitoosi liik, mida
iseloomustab suurte, kuni 1 pm 14bimddduga vesiikulite teke. Makropinotsiitoosi aktiveerivad
tavaliselt kasvufaktorid, mis omakorda kutsub esile signaalikaskaadi, mille tulemusena toimub
raku aktiinifilamentide diinaamika muutus ning plasmamembraani lainetamine (ruffling). Aktiini
tstitoskeleti timberkorralduste tulemusena indutseeritakse raku pinnal pikkade jitkete teke, mis
tagasi membraanile langedes moodustavad makropinotsiitootilisi  vesiikuleid  ehk
makropinosoome (Mercer ja Helenius, 2009).

Lisaks on leitud veel mitmeid Kklatriinist- ja kaveoliinist soltumatuid endotsiitoosiradu,

mille regulatsioonimehhanismid on veel tépselt teadmata.

1.1.1 Endosoomide rakusisene suunamine ja ainete endosoomidest valjumine

Endotsiitoosi kaudu rakku sisenenud ained voidakse sdltuvalt endotsiitoosirajast ning aine
iseloomust suunata erinevatesse rakusisestesse kompartmentidesse. Membraanilt punguvad
vesiikulid viiakse esmalt kergelt happelise keskkonnaga (pH ~6) varastesse endosoomidesse, kus
toimub ainete sorteerimine, mille tulemusena saadetakse endosoomidega rakku sisenenud
materjal transpordivesiikulite abil tagasi plasmamembraanile, suunatakse liisosoomidesse
lagundamisele, viiakse endoplasmaatilisse retiikulumi (ER-i) vdi Golgi kompleksi.
Lagundamisele suunatud ained viiakse multivesikulaarsetesse kehadesse, mis iihinevad hiliste

endosoomidega ning hiljem liisosoomidega, kus toimub ainete lagundamine. Iga jérgnev



endosomaalse vesiikuli litk on eelnevast madalama pH-ga, mille tekitavad endosoomide
membraanis olevad prootonipumbad, mis hoiavad vesiikulites vesinikuioonide kontsentratsiooni
iimbritsevast tsiitosoolist korgemana (Alberts jt., 2008).

Kaveoliin-sdltuva endotsiitoosi puhul on néidatud, et plasmamembraanil moodustunud
vesiikulid vdivad liikuda otse ER-i ja Golgi kompleksi, mis v3ib olla seotud ER-ist ja Golgi
aparaadist ekslikult raku pinnale viidud ainete tagasiviimisega neisse organellidesse voi rakku
sisenenud ainete ER-is lagundamisele suunamisega (Le ja Nabi, 2003).

Endotsiitoosi teel sisenevad rakkudesse ka paljud ravimid, mis suunatakse rakusiseselt
enamasti liisosoomidesse lagundamisele ning seetdttu on ravimite bioloogilise efekti
avaldumiseks vajalik nende véljumine endosoomidest (Varkoubhi jt., 2011).

Ainete endosoomidest vabanemiseks on mitu vOimalust, nditeks poori moodustamine
endosoomi membraani (Huang jt., 2004), endosoomi pH puhverdamine (Lin ja Engbersen, 2008),
peptiidide fuseerumine endosoomi membraaniga (Wagner jt., 1992) ning endosoomi membraani
fotodiinaamiline 16hkumine (Nishiyama jt., 2006)

Poori moodustumine endosoomi membraani voib toimuda mitme mehhanismi kaudu,
nditeks tiinni (barrel-stave) voi toroidikujulise (toroidal) kanali moodustumise ldbi, mida on
ndidatud katioonsete amfifiilsete  peptiidide puhul. Tiinnimudelis toimub pérast
peptiidimolekulide ~ membraanilipiididega  seondumist peptiidimolekulide tiinnikujuline
klasterdumine. Klastris olevad peptiidid muudavad oma orientatasiooni membraaniga risti
olevaks ning moodustavad niimoodi membraani poori. Toroidikujuline kanal moodustub kui
peptiidiagregaadid sisenevad membraanilipiidide vahele, millele jirgneb membraani paindumine
sissepoole (Jenssen jt., 2006).

Endosoomi pH puhverdamine ehk “prootonkésna efekt” (proton sponge) toimub suure
puhverdusvdimega ainete abil, mis seovad madala pH juures prootoneid. Protoneerumine
pohjustab tugeva vee sissevoolu endosoomidesse, mistdttu endosoomides suureneb osmootne
rohk ja membraan katkeb (Lin ja Engbersen, 2008). pH-d on vdimelised puhverdama néiteks
histidiini-rikkad molekulid (Pack jt., 2000) ning klorokviini analoog trifluourometiitilkvinoliin
(QN) (Marches ja Uhr, 2004).

Peptiidide fuseerumine endosoomide membraaniga on enamike viiruste meetod
endosoomidest vabanemiseks ning toimub viiruse valkudes olevate peptiidijdrjestuste abil, mis
madala pH juures, niiteks endosoomides, muudavad oma konformatsiooni ning fuseeruvad
endosoomi membraani lipiidega, muutes membraani l&bilaskvaks. Selline peptiid on niiteks
gripiviiruse kapsiidivalgu hemaglutiniini subiihik HA-2 (Wagner jt., 1992).
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Fotodiinaamiline membraani l6hkumine pdhineb rakku viidud valgustundlike
molekulide kasutamisel, mis lokaliseeruvad pérast rakku sisenemist endosoomide ja liisosoomide
membraanides vOi nende ldhedal. Pirast vastavale molekulile sobiva lainepikkusega ergastamist
tekitavad sellised molekulid reaktiivseid hapnikuradikaale, mis Idhuvad vesiikuli membraani ja

seetdttu vabaneb endosoomi sisu tsiitosooli (Nishiyama jt., 2006).

1.2 Terapeutilised oligonukleotiidid ja nende transport rakkudesse

Terapeutilised oligonukleotiidid on périlikkusaine (kas RNA voi DNA) molekulid, mille
eesmark on tekitada rakus terapeutiline efekt ning nende kasutamine meditsiinis
geeniekspressiooni  reguleerimiseks on muutumas itha populaarsemaks. Terapeutilisi
oligonukleotiide leidub mitmeid, nditeks RNA interferentsi esile kutsuvad oligonukleotiidid ja
informatsiooni RNA (mRNA) splaissimist muutvad oligonukleotiidid.

RNA interferentsi esile kutsuvad molekulid 16igatakse Dicer ensiitimi poolt lithikesteks
iheahelalisteks ~ RNA  juppideks, mis  seonduvad @ RNA  poolt indutseeritud
vaigistamiskompleksiga. RNA poolt indutseeritud vaigistamiskompleksi koosseisus olev liithike
itheahelaline RNA  molekul seondub endale vastava ~ mRNA molekuliga
komplementaarsusprintsiibi alusel ning mRNA molekul lagundatakse, muutes sellelt valgu
stinteesi vOimatuks (Alberts jt., 2008). Tanaseks on kirjeldatud mitmeid erinevaid RNA
molekule, mida saab kasutada geeniekspressiooni maha surumiseks RNA interferentsi abil (Li ja
Rana, 2012).

Splaissimist korrigeerivad oligonukleotiidid (SCO-d) on terapeutiliste nukleiinhapete
likk, mis modjutavad RNA splaissimist. Splaissimise kédigus eemaldatakse eel-mRNA-st
mittekodeerivad jirjestused ehk intronid, ning alternatiivse splaissimise kaudu saab {ihest eel-
mRNA molekulist siinteesida mitu erinevat mRNA molekuli, mis omakorda transkribeeritakse
erinevateks valkudeks. See mehhanism toimib omamoodi genoomivdimendina, sest
alternatiivsete splaissimisvariantide olemasolu on néidatud 75%-1 inimese geenidest (Alberts jt.,
2008), samuti peetakse inimeste geneetilistest haigustest 50%-1 pohjuseks ebakorrektse
splaissimise tottu tekkinud mittefunktsionaalseid valke (Bauman jt., 2009). SCO-d seonduvad
eel-mRNA-s splaissimissaitidele ning blokeerivad sellega splaissimist ldbi viivate valkude
seondumise neisse kohtadesse. Seega saab nende abil taastada kas valesti splaissitava geeni
korrektse splaissimise, tekitada uue, tavaolukorras mitte esineva splaissimisvariandi voi mojutada
alternatiivset splaissimist. Viimase mehhanismi puhul toimub samaaegselt ebasoovitava

geenivariandi ekspressiooni maha surumine ning eelistatud variandi véimendamine
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Joonis 2. Looduslik fosfodiesterside (vasakul) ning eemaldatud hapnikuaatomiga fosfodiesterside
(paremal). “B” téhistab nukleotiidide asukohta (Manoharan, 1999 jargi).

(Mercatante jt., 2002). SCO- de puhul on samas probleemiks nukleiinhappe molekuli
lagundamine raku nukleaaside poolt enne kui terapeutiline efekt saab avalduda.

Selle viltimiseks on katsetatud erinevaid keemiliselt modifitseeritud SCO molekule
(Kurreck, 2003), nditeks 2’-O-metiitildeoksiifosforotioaat modifikatsioon. Sellise molekuli puhul
on ldbi viidud kaks keemilist muutust: RNA molekulis looduslikult esinevast
fosfodiestersidemest on iiks hapnikuaatom eemaldatud (deoksiifosfodiester) (joonis 2) (Crooke,
1998) ning deoksiiriboosi 2’ positsioonis oleva siisinikuaatomi kiilge on ihendatud metiitilrithm,
mis vahendab SCO seondumist nukleaasidega ning parandab seondumist sihtmérgiks oleva RNA
jarjestusega. 2’ positsioon on valitud modifikatsiooni asukohaks, sest see muudab molekuli
lipofiilsemaks ja parandab sellega rakkudesse sisenemist, parandab molekuli stabiilsust siinteesi
ajal ning pérast ravimina manustamist (Cummins jt., 1995).

Terapeutilise iseloomuga nukleiinhapete sisenemist rakkudesse takistab nende suur
molekulmass ja negatiivne laeng. Selleks, et tagada oligonukleotiidi rakkudesse pddsemine ja
efekti avaldumine on kasutusele voetud mitmeid erinevaid transfektsioonimeetodeid, mille voib
ildiselt jagada kaheks: wviirustel pdhinevad transpordivektorid ja  mitteviiruslikud
transfektsioonimeetodid.

Viirustel pohinevatest vektoritest on enim kasutatud retroviiruseid, lentiviiruseid
(nditeks HIV), adenoviiruseid ja rougeviirust. Viirused sisenevad rakku ja algatavad seal enda
genoomi ekspressiooni, seega asendades viiruse genoomis osa viiruse geene meile huvipakkuvat
oligonukleotiidi kodeeriva jirjestusega, saab viiruse muuta vdga efektiivseks geeniteraapia
vahendiks (Pack jt., 2005). Viirusvektorite peamiseks puuduseks on nende vdimalik ohtlikkus,
nditeks vOib viirusvektori patsiendi genoomi integreerumine aktiveerida mone onkogeeni ja

tekitada patsiendil vihkkasvaja (Woods jt., 2003).



Mitteviiruslike transfektsioonimeetodite korral kasutatakse lastmolekuli rakku
toimetamiseks erinevaid kandjamolekule (nditeks poliimeere, lipiide voi peptiide), mis
moodustavad nukleiinhapetega komplekse ja kaitsevad sel viisil oligonukleotiide lagundamise
eest. Saadud kompleksid sisenevad rakkudesse endotsiitoosi teel (Pack jt., 2005).

Lipiididel pdhinevate vektorite eelisteks on komplekside valmistamise lihtsus ja
kasutamise ohutus vodrreldes viirusvektoritega ning seetdttu on nad iihed levinumad
nukleiinhapete transfektsioonivahendid (Guo jt., 2010). Transportvektoritena saab kasutada
neutraalseid lipiide, niditeks DOPC-i (1,2-oleiiiil-sn-gliitsero-3-fosfokoliin), mille korral on
komplekside valmistamisel voimalik siduda 65% nukleiinhappest (Landen Jr jt., 2005) voi
katioonseid lipiide, néditeks DOTAP-i (1-oleiitil-2-[6-[(7-nitro-2-1,3-bensoksiidiazool-4-
iitil)amino]heksanoiiiil ]-3-trimetiiiilammooniumpropaan), mis on iiks levinumaid nukleiinhapete
transfektsiooniks kasutatavaid katioonseid lipiide (Terp jt., 2012).

Poliimeeridel pohinevaid oligonukleotiidikomplekse on vdimalik valmistada néiteks
poliietiileenimiinist, mida on kasutatud nukleiinhapete transpordiks nii in vitro kui in vivo selle
voime tottu kondenseerida nukleiinhappeid ning siseneda rakkudesse endotsiitoosi teel.
Poliietiileenimiini eeliseks on veel “prootonkdsna efekti” abil endosoomidest viljumine (Urban-
Klein jt., 2004), kuid suureks puuduseks on tsiitotoksilisus (Pack jt., 2005).

Uheks perspektiivikaks kandjamolekulide klassiks on rakku sisenevatel peptiididel
pohinevad transpordivektorid, mis on ndidanud korget efektiivsust ja madalat toksilisust erinevate

ithendite rakkudesse viimisel (Fonseca jt., 2009).

1.3 Rakku sisenevad peptiidid

Makromolekulide rakku viimiseks saab kasutada RSP-sid, mis on liihikesed (tavaliselt
vihem kui 30-st aminohappest koosnevad) ning enamasti katioonsed ja/vdi amfipaatsed
molekulid, mis suudavad tungida 14dbi rakke iimbritseva plasmamembraani ja toimetada sinna
nendega liidetud lasmolekule (Heitz jt., 2009). Amfipaatsus tdhendab seda, et molekulis esinevad
selgelt eristatavad hiidrofoobne ja hiidrofiilne osa. Tavaliselt on hiidrofoobne osa C-terminaalses
otsas ning hiidrofiilne N-terminaalses (Jafari jt., 2013). RSP-dega komplekseeritult on rakkudesse
viidud néiteks plasmiidset DNA-d (Eguchi jt., 2001), liposoome (Torchilin jt., 2001), raua
nanoosakesi (Lewin jt., 2000), peptiidset nukleiinhapet (Pooga jt., 1998b), SCO-d (Ezzat jt.,
2011) ning viikest interfereeruvat RNA-d (siRNA) (Simeoni jt., 2003). Tadhelepanuviirne on see,
et nimetatud lastmolekulid vdivad iiletada RSP-de molekulmassi 100-kordselt ning transpordi

kéigus ei kaota need oma bioloogilist aktiivsust (Chugh jt., 2010).
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Joonis 3. RSP-de grupid amfipaatsuse jirgi. A - primaarsed amfipaatsed RSP-d; B -
sekundaarsed amfipaatsed RSP-d; C - mitteamfipaatsed RSP-d. Hiidrofoobsed aminohapped on
tahistatud musta ringiga ning positiivsed aminohapped “+”’-mirgiga ringiga (Ziegler, 2008 jérgi).

Rakku sisenevaid peptiide on klassifitseeritud mitmel viisil, millest iiks vOoimalus on
jagada need piritolu jérgi looduslikeks jérjestusteks, kimédérseteks (sisaldavad erinevatest
allikatest pdrinevaid jdrjestusi, mis on omavahel iihendatud) ning siinteetilisteks peptiidideks.
Suurim ning enim uuritud grupp on valkudest parinevate peptiidide klass (Lindgren jt., 2010).

See klassifikatsioon ei anna aga iilevaadet peptiidide omaduste kohta ning seega voivad
paritolu jérgi samasse klassi kuuluvad peptiidid olla vdgagi erinevate omadustega. Seetdttu
pakkus Ziegler vilja alternatiivse, tinapdeval rohkem kasutusel oleva klassifitseerimisviisi, mis
jagab RSP-d kolme gruppi nende amfipaatsuse alusel: primaarsed- ja sekundaarsed amfipaatsed
RSP-d ning mitteamfipaatsed RSP-d (joonis 3). Primaarsed amfipaatsed RSP-d (nditeks
transportaanid) on iildjuhul pikemad kui 20 aminohappejiiki ning nende primaarstruktuuris on
jarjestikku paiknevad hiidrofiilsed ja —foobsed domeenid. Sekundaarsed amfipaatsed RSP-d
(néiteks Drosophila Antennapedia valgust pdrinev penetratiin) on iildjuhul lithemad kui 20
aminohappejiiki (Ziegler, 2008) ning sisaldavad vaheldumisi paiknevaid hiidrofoobseid ja —
fiilseid aminohappeid. Seega sekundaarsete amfipaatsete RSP-de amfipaatsus avaldub alles siis
kui peptiid on seondunud membraanilipiididega ning omandanud vastava sekundaarstruktuuri,
milleks voib olla alfa-heeliks (Dathe jt., 1996) voi beeta-leht (Blazyk jt., 2001). Kolmandasse
gruppi kuuluvad mitteamfipaatsed RSP-d (nditeks oligoarginiinid), mis on tavaliselt iisna

lithikesed ja koosnevad enamjaolt katioonsetest aminohapetest (Ziegler, 2008).

1.3.1 RSP-de seondumine rakumembraaniga ning rakku sisenemine

Vaatamata 20-e aasta jooksul 1dbi viidud intensiivsetele uuringutele ei ole RSP-de tipne
rakkudesse sisenemise mehhanism endiselt teada, ehkki arvatakse, et see soltub mitmest faktorist,
nditeks peptiidi kontsentratsioonist plasmamembraanil, keskkonna temperatuurist (Fretz jt.,
2007), RSP laengust ning lastmolekuli suurusest (Tiinnemann jt., 2006). Edukaks rakku

sisenemiseks on vajalik seondumine raku pinnale ning kuna RSP-d on tavaliselt positiivselt
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Joonis 4. Arginiini koosseisus oleva guanidiingrupi seondumine erinevate raku pinnal
olevate molekulidega. Bidentaalne vesinikside tekib vesiniku ja hapniku aatomite vahel
(Walrant jt., 2012 jérgi).
laectud, siis nad moodustavad sidemeid mitmete raku plasmamembraani anioonsete
komponentidega, nditeks negatiivselt laetud valkude (Nisole jt., 1999) ja fosfolipiididega
(Golebiewska jt., 2006). Oluline on ka peptiidi aminohappeline koostis, niiteks korge
arginiinisisaldusega peptiidid seonduvad plasmamembraaniga paremini kui teisi positiivseid
aminohappeid, nditeks liisiini sisaldavad peptiidid. Pohjuseks peetakse arginiinis sisalduvat
guanidiingruppi, mis moodustab raku pinnal olevate molekulidega stabiilse bidentaalse (bidental)
vesiniksideme (joonis 4) (Rothbard jt., 2004). Samuti on niidatud, et raku pinnal olevad
negatiivsed suhkrumolekulid gliikkoosaminogliikaanid seonduvad paremini arginiiniga kui
lisiiniga. Gliikoosaminogliikaanide karboksiiiil- ja sulfaatrithmad moodustavad katioonsete RSP-
dega samuti vesiniksidemeid, mis aitavad peptiidil kinnituda raku pinnale (Mitchell jt., 2000).

Esialgsed katsed RSP-dega niitasid, et peptiidid olid vdoimelised rakkudesse sisenema ka
madalal temperatuuril (Vives jt., 1997), kui keskkonnast oli eemaldatud ATP (Derossi jt., 1996)
ning kui rakke oli to6deldud endotsiitoosi inhibiitoritega (Suzuki jt., 2002). Samuti leiti, et RSP-
de sisenemine ei sOltu peptiidi primaarstruktuurist, mis tdhendab, et ei toimu RSP ning
plasmamembraanil olevate retseptorite seondumist (Wender jt., 2000). Seetdttu arvati, et RSP-d
ei vaja rakku sisenemiseks endotsiitoosi ega spetsiifiliste valguliste transporterite abi, vaid
sisenemine toimub otse 1dbi plasmamembraani lipiidse kaksikkihi (Vives jt., 1997, Derossi jt.,
1996).

Ent 2003. aastal nditasid Richard ja kaastootajad, et eelnevate tulemuste saamisel

kasutatud rakkude fikseerimismeetod mojutab oluliselt RSP-de paiknemist rakkudes ning tekitab
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artefakte. Samuti néditasid nad, et arginiinirikaste peptiidide (Tat peptiid ning nonaarginiin) puhul
toimub sisenemine endotsiitoosi teel (Richard jt., 2003). Pérast seda on uuesti uuritud mitmete
RSP-de rakkudesse sisenemise mehhanisme ning leitud, et RSP-d vdivad rakkudesse siseneda
makropinotsiitoosi (Wadia jt., 2004), klatriin-vahendatud endotsiitoosi (Rinne jt., 2007) ning
kaveoliin-soltuva (Sadlik jt., 2009) endotsiitoosi kaudu. Samuti on niidatud, et
sisenemismehhanismi valik sdltub lastmolekuli suurusest ning RSP positiivse laengu tugevusest
-védiksema lastmolekuli v0i tugevama positiivse laengu korral voib toimuda RSP-lastmolekuli
komplekside otsene membraani ldbimine, suurema lastmolekuli vdi RSP véiksema positiivse

laengu korral aga endotsiitoos (Tiinnemann jt., 2006).

1.3.2 Lastmolekuli sidumine RSP-ga

Lastmolekuli rakku transportimiseks on vajalik selle konjugeerimine RSP-ga, milleks on
mitu voOimalust. Algselt kasutati lastmolekuli ja RSP iihendamiseks kovalentset sidet.
Kovalentselt seotud peptiidi-lastmolekuli konjugaadid saadakse tavaliselt peptiidi ja kargo
keemilise sidumisega disulfiidsildadega (Derossi jt., 1998) voi konjugaadi ekspresseerimisega
kloonitud nukleiinhappejérjestuselt (Zatsepin jt., 2005). Selliste meetodite eelisteks on voimalus
tapselt kontrollida saadava konjugaadi struktuuri ning stShhiomeetriat, puudusteks on aga
protseduuri keerukus ning oht vdhendada lastmolekuli bioloogilist aktiivsust (Heitz jt., 2009).

Tanapédeval eelistatakse mittekovalentse kompleksi moodustamist, mille eeliseks on
valmistamise kiirus, lihtsus ja odavus ning lastmolekuli bioloogilise aktiivsuse sdilimine.
Mittekovalentne sidumine pdhineb RSP ja lastmolekuli elektrostaatilisel tombumisel (Heitz jt.,
2009). Sealjuures on tdhtis ka RSP ja lastmolekuli laengute suhe, néditeks kui RSP molekule on
ithe lastmolekuli kohta liiga palju on pérast rakku sisenemist lastmolekuli dissotsiatsioon RSP

molekulide kiiljest raskendatud (Hoyer ja Neundorf, 2012).

1.4 Transportaanid

Transportaan on 27-e aminohappe pikkune kimdidrne peptiid, mille esialgne nimetus
galparaan tulenes valkude nimedest, millest parinevad selle RSP loomiseks kasutatud jérjestused.
Esimesed 12 aminohapet périnevad neuropeptiidi galaniini N-terminaalsest otsast ning viimased
14 aminohapet herilasemiirgis leiduvast peptiidsest toksiinist mastoparaanist. Kahte jérjestust
ithendab 13. positsioonis aminohape liisiin, mille kiilge saab siduda erinevaid lastmolekule ning
seetOttu nimetati galparaan limber transportaaniks (Pooga jt., 1998a). Transportaan disainiti ja

stinteesiti esmakordselt 1996. aastal (Langel jt., 1996). Transportaani rakku penetreeruvad

13



omadused ilmnesid nii 37 °C, 4 °C kui ka 0 °C juures, millest jdreldati, et peptiidi sisenemine ei
soltu raku energeetilistest protsessidest ning toimub raku pinnal olevatest retseptoritest
soltumatult membraani otsese ldbimise teel (Pooga jt., 1998a). Hiljem on néidatud, et olukord on
tunduvalt keerulisem. Leiti, et transportaani ja lastmolekuli komplekside rakkudesse
sisenenemine toimub pigem endotsiitoosi teel voi kasutades endotsiitoosi ja membraani 1dbimist
paralleelselt ning sisenemise mehhanismi valikut mdjutab ka komplekside kontsentratsioon
plasmamembraanil (Padari jt. 2005).

TP10 on transportaani lilhendatud analoog, mille loomiseks eemaldati transportaani N-
terminaalsest otsast kuus galaniinist pédrinevat aminohapet, mis siiski sdilitas peptiidi voime
rakkudesse siseneda (Soomets jt., 2000). On ndidatud, et TP10 on isegi efektiivsem
lastmolekulide rakku transportija kui transportaan ning enamus teisi rohkemuuritud RSP-sid (El-
Andaloussi  jt., 2007). Transportaan ja TPI10 ei seondu raku pinnal olevatele
galaniiniretseptoritele ning seetdottu arvatakse, et mneed peptiidid seonduvad otse
plasmamembraaniga (Soomets jt., 2000). TP10-e lipiidsete mudelmembraanidega seondumise
kineetika uurimine toestas seda teooriat ning seetdttu pakuti vilja mudel, mille kohaselt TP10-e
molekulide membraaniga seondumine pohjustab membraanis hiireid, mille leevendamiseks
translokeeruvad TP10-e molekulid 1dbi plasmamembraani ning see voimaldab omakorda rakku

padseda muudel molekulidel (Yandek jt., 2007).

1.5 PepFect-id

Viimastel aastatel on arendatud TP10-1 pohinevat nn teise pdlvkonna RSP-de perekonda
nimetusega PepFect, mis loodi spetsiaalselt nukleiinhapete rakkudesse transportimiseks.
PepFectide puhul on peptiidi ja nukleiinhappe komplekside rakkudesse sisenemise ja
endosoomidest vabanemise voime parandamiseks 14bi viidud keemilisi modifikatsioone, nditeks
lisati peptiidi struktuuri steartitilrithm (Anko jt., 2012).

On teada, et peptiidide sidumine rasvhapetega voib suurendade nende rakku sisenemise
voimet. Mdne peptiidi puhul on tiheldatud, et rasvhappega seotud peptiid suudab rakku tungida,
samas kui ilma seotud rasvhappeta analoog seda ei suuda (Avbelj jt., 2011). Arvatakse, et
rasvhappe riihm muudab peptiidi ja nukleiinhappe kompleksi hiidrofoobsemaks ning
lipofiilsemaks ja parandab seega membraani ldbimise vOimet. Samas ei saa seda lugeda
universaalseks meetodiks, sest nditeks penetratiini ja nonaarginiini puhul see meetod rakku

sisenemise efektiivsust ei parandanud (Mie jt., 2009).
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Lisaks steariitilhappejaédgile kasutati PepFectide loomisel trifluorometiiiilkvinoliini (QN),
mis suurendab endosoomidest vabanemist “prootonkdsna efekti” abil (Anko jt., 2012).
Praeguseks on disainitud ja uuritud mitmeid PepFect-e (joonis 5). PepFect3 on TP10, mille N-
terminaalsesse otsa on lisatud steariiilhappejdéik. PepFect4 on TP10, millele on lisatud
steartitilhappejddk 7. positsioonis oleva liisiini kiilge (El-Andaloussi jt., 2011a). PepfectS saadi,
kui TP10-e 7. positsioonis oleva liisiinijddgi kiilge lisati kolmest liisiinist koosnev liisiinipuu,
millele omakorda kinnitati kovalentselt neli suktsiniileeritud QN-i molekuli. PepFect6-e puhul
rakendati nii N-terminaalset steariitililisandit kui seitsmendas positsioonis oleva liisiini kiilge QN-
1 molekulide lisamist, mille tulemusena niitas PepFect6  vorreldes eelnevate
peptiidikonstruktidega méarkimisvaérselt paremat voimet nukleiinhappeid rakku transportida ning
endosoomidest vabastada (El-Andaloussi jt., 2011b).

PepFectl4 (PF14) puhul asendati steariiiil-TP10-e struktuuris olevad liisiinid ning
isoleutsiinid vastavalt ornitiinide ja leutsiinidega jdttes alles 7. positsioonis oleva liisiini (Ezzat jt.,
2011), sest on ndidatud, et poliiornitiinil on vorreldes poliiliisiiniga kuni 10 korda suurem voime
rakke transfekteerida. Arvatakse, et see tuleneb ornitiini voimest siduda DNA-d paremini kui
lisiin ning see vdimaldab omakorda tekkida stabiilsematel nukleiinhappe ja peptiidi
kompleksidel (Ramsay ja Gumbleton, 2002). Samuti arvatakse, et kuna ornitiin on ebastandartne
aminohape, on ta seerumiproteaasidele (valke lagundavad enstiiiimid) raskemini dratuntav. PF14-e
ja nukleiinhappe kompleksid sdilitavad suure osa oma aktiivsusest ka pérast komplekside
kuivatamist ning mitme nédala jooksul korgematel temperatuuridel (40 °C ja 60 °C) hoiustamist.
Parast tahkel kuival kujul sdilitamist uuesti lahustatud ning rakkudele lisatud kompleksid néitasid
rakkude transfekteerimisel virskelt valmistatud kompleksidega vorreldavat efektiivsust ning see
omadus voib tulevikus muuta vdimalikuks tableti kujul manustatavate geeniekspressiooni
mojutavate ravimite loomise (Ezzat jt., 2011). PF14-¢ ja nukleiinhappe komplekside summaarne
laeng on negatiivne, mistottu vOiks arvata, need kompleksid ei sisene samal viisil nagu
positiivselt laectud RSP-d, kuna raku pinnal olevate negatiivselt laetud gliikoosaminogliikaanide
ja/vdoi membraanilipiididega seondumist eeldatavasti ei toimu. Seetdttu arvati, et nende rakku
sisenemisel on tegemist retseptorite poolt vahendatud endotsiitoosiga ning mitmeid
poliianioonseid ligande siduvate koristusretseptorite (scavenger receptors) perekond tundus sobiv
kandidaat. Kui rakke to6ddeldi enne komplekside lisamist mitmete koristusretseptorite
inhibiitoritega vidhenes komplekside rakkudesse sisenemise efektiivsus drastiliselt. Tapsemalt
leiti, et PF14-e ja nukleiinhappe kompleksid seonduvad raku pinnal koristusretseptorite klassi A

kuuluvate SCARA3-e ja SCARAS-ga (Ezzat jt., 2012). Pérast seondumist sisenevad kompleksid
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Joonis 5. PepFectide perekonna RSP-d ning nende algmolekul TP10. Ebastandartne
aminohape ornitiin on téhistatud tdhega “O” (Ezzat jt., 2011, El Andaloussi jt., 2011, Lindberg
jt., 2013 jérgi).

rakkudesse peamiselt klatriin-sdltuva (Hassane jt., 2011) vdi kaveoliin-sdltuva (Veiman jt., 2012)
endotsiitoosi teel.

PepFect15-e disainimisel sooviti ithendada PF14-¢ efektiivsus rakkude transfekteerimisel
ning PF6-e vdoime endosoomidest pddseda. Selleks modifitseeriti PF14-e molekuli sarnaselt PF6-
e molekulile nelja QN-ga (joonis 3), mille tulemusena saadi peptiid, mis néitas vorreldes PF14-ga

SCO rakkudesse viimisel kaks korda suuremat efektiivsust (Lindberg jt., 2013).

1.6 Koristusretseptorid

Koristusretseptorid on raku pinnal olev gliikoproteiinide perekond (Peiser ja Gordon,
2001), mis on voimelised endaga siduma véga erinevaid ligande, niiteks gramnegatiivseid ja
-positiivseid baktereid, valke, poliiribonukleotiide, poliisahhariide ja lipiide (Martinez jt., 2011).
Koristusretseptoreid kirjeldati esmakordselt 1979. aastal kui wuuriti aterosklerootilistes
faagilaikudes tekkivaid lipiididega tiditunud makrofaage (Goldstein jt., 1979) ning alates esmasest
kirjeldamisest on koristusretseptorite perekond méarkmisviirselt tdienenud, koosnedes praeguseks
kaheksast klassist, mis on iiksteisest lisna erineva struktuuriga, kuid seovad sarnaseid ligande

(Murphy jt., 2005).
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1.6.1 Koristusretseptorite klass A

Selle klassi esindaja eraldati esmakordselt veise kopsu mRNA-st ning oli esimene
koristusretseptor, mis suudeti kloonida (Kodama jt., 1990, Rohrer jt., 1990). Koristusretseptorite
klassi A kuulub seitse liiget: SR-AI/IV/III, MARCO (kollageense struktuuriga makrofaagi
retseptor, nimetatud ka SCARA2-ks (Jiang jt., 2006)), SCARA3, SCARA4 ja SCARAS5
(DeWitte-Orr  jt., 2010). SR-AUIVIII-e ning MARCO-t ekspresseeritakse enamasti
makrofaagides, endoteeli- ning silelihasrakkudes (Murphy jt., 2005), SCARA3-e fibroblastides
(Han jt., 1998), SCARA4-a endoteeli (Ohtani jt., 2001) ja SCARAS-e epiteeli rakkudes (Jiang jt.,
2006).

Hiljuti on ndidatud klass A koristusretseptorite, tdpsemalt SCARA3-e ja SCARAS-e
osalust peptiidi-nukleiinhappe komplekside rakkudesse transpordil (Ezzat jt., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmark

Antud bakalaureuset6o eesmérgiks oli uurida nn teise pdlvkonna rakku siseneva peptiidi
PepFectl4-e ning splaissingut korrigeeriva oligonukleotiidi mittekovalentsete komplekside
rakusisest lokaliseerumist vorreldes endoplasmaatilise retitkulumi, Golgi kompleksi ja

mitokondritega pdrast 30- ja 60- minutilist inkubatsiooni.
2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatud rakuliin

Antud t66s kasutati HeLa pLuc705 rakuliini. Rakke kasvatati 100 mm diameetriga
koekultuuri tassidel (Greiner BioOne, Saksamaa ja BD Falcon, USA) 37 °C inkubaatoris 5%
CO; sisalduse juures IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) s66tmes (PAA Laboratories
GmbH, Austria), millele oli lisatud 10% veise loote vereseerumit (PAA Laboratories GmbH,
Austria) ning 100 IU/ml penitsilliini ja 100 pg/ml streptomiitsiini (/nvitrogen, USA).

HeLa on inimese emakakaelavéhi kasvajast parinev rakuliin, mis on iiks enimkasutatavaid
koekultuuri rakuliine. Antud t60s kasutatud rakuliinis on HeLa rakud stabiilselt transfekteeritud
rekombinantse pLuc plasmiidiga, mis sisaldab reportervalk lutsiferaasi kodeerivat geenijirjestust,
millesse on sisestatud inimese P-globiini geeni intron. Intronis asuv mutatsioon takistab
lutsiferaasi eel-mRNA korrektset splaissimist ja seega lutsiferaasi siinteesi. Transportvektorite
abil rakkudesse lutsiferaasi eel-mRNA splassimist parandavat oligonukleotiidi viies oleks
voimalik tekkiva luminestsentsi tugevuse jirgi hinnata nukleiinhappe transpordi efektiivsust

(Kang jt., 1998).

2.2.2 Kasutatud transportpeptiid ja oligonukleotiid

Katsetes kasutati  PepFectl4 nimelist rakku sisenevat peptiidi (steariiiil-
AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-NH,, ,,O* tdhistab ornitiini), mis siinteesiti #-Boc strateegiat
kasutades Stockholmi Ulikooli Neurokeemia ja Neurotoksikoloogia instituudis vdi Tartu Ulikooli
Tehnoloogiainstituudis.

2’-O-metiiiildeoksiifosforotioaat keemilise modifikatsiooniga splaissingut korrigeeriva

oligonukleotiidi (5’-CCU CUU ACC UCA GUU ACA-3") (Microsynth AG, Sveits) 5’ terminusse
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on lisatud RSP-SCO komplekside visualiseerimise vdimaldamiseks fluorestseeruv maérgis

tsiianiin 5 (Cy5).

2.2.3 PF14-SCO mittekovalentsete komplekside moodustamine

PF14-e ja SCO mittekovalentsed kompleksid moodustati enne rakkudele lisamist 1/10
lahuse Idppruumalast. PF14-e kontsentratsioon 10ppmahus oli 1 pM ning SCO
16ppkontsentratsioon 200 nM. Komplekside moodustamiseks pipeteeriti esmalt tuubi SCO lahust,
siis Milli-Q (EMD Millipore, USA) filtreeritud ja deioniseeritud vett ning seejdrel lisati PF14.
Lahus suspendeeriti ja kompleksidel lasti formuleeruda toatemperatuuril {ihe tunni jooksul. Pérast

tunni moddumist viidi lahuse ruumala 10ppmahuni seerumvaba IMDM s66tmega.

2.2.4 PF14-SCO komplekside kolokalisatsioon rakuorganellide markeritega

HeLa pLuc705 rakud kiilvati 8-kannulistesse kambritesse (Thermo Fischer Scientific,
USA) tihedusega 15.000 rakku kannu kohta 2 00pdeva enne eksperimenti. Katse pieval
inkubeeriti rakke kodigepealt 2 tundi 37 °C juures seerumvabas IMDM sd6tmes. Edasine to6tlus
sOltus kasutatud markerist.

Golgi kompleksi visualiseerimiseks kasutati punase fluorestseeruva mirgisega (BODIPY
TR) tseramiidi (Molecular Probes, USA). Rakke inkubeeriti tseramiidiga (lahjendusega 1:10)
seerumvabas IMDM s66tmes 30 minutit jdél, seejdrel lisati komplekse sisaldav lahus ning
inkubeeriti lisaks 30 minutit voi 60 minutit 37 °C juures.

Endoplasmaatiline retiikulumi visualiseerimiseks kasutati Blue-White DPX mérgisega
(sinine, fluorestsentsi emissioonimaksimum soltuvalt keskkonnast 430 nm-st 640 nm-ni) markerit
(Molecular Probes, USA). Rakke inkubeeriti PF14-SCO komplekside ning 0,2 uM ER markerit
sisaldava seerumvaba s66tmega 30 minutit voi 60 minutit 37 °C juures.

Mitokondrite visualiseerimiseks kasutati markerit nimega MitoTracker® Red (Molecular
Probes, USA), mis on mairgitud punase fluorestseeruva virviga CMXRos (klorometiiiil-X-
rosamiin). Rakke inkubeeriti 10 nM Mito Tracker®-it sisaldava seerumvaba so6tmega 30 minutit
37 °C juures. Seejdrel eemaldati mérgist sisaldav lahus ning rakke inkubeeriti komplekse
sisaldava seerumvaba s66tmega 30 minutit 37 °C juures.

Pdrast inkubeerimist PF14-SCO komplekside ja markeriga pesti rakke kaks korda
seerumvaba IMDM so6tmega ning lisati védrske seerumvaba sodde. Seejdrel analiiiisiti rakke

konfokaalmikroskoobiga Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Jaapan), kasutades 100x
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suurendusega Oliimmersioonobjektiivi ning programmi Olympus Fluoview 3.la (Olympus
Corporation, Jaapan).

Iga rakuorganelli markeri ja ajapunktiga viidi 1&bi kolm katset.

2.2.5 Statistika

PF14-SCO komplekside ja mérgitud rakuorganellide kolokalisatsiooni hindamiseks loeti
105-s rakus (35 rakku katse kohta) komplekside hulk ja kolokaliseeruvate komplekside hulk.
Toos on vilja toodud kolokaliseeruvate komplekside hulk (protsentides) kdikidest rakkudes
loendatud kompleksidest. Samuti on vélja arvutatud rakkude protsent populatsioonist, milles

leidus mérgitud organellidega kolokaliseeruvaid komplekse.

2.3 Tulemused

2.3.1 PF14-SCO komplekside rakusisene lokaliseerumine

Komplekside rakusisese lokaliseerumise uurimiseks inkubeeriti HeLa pLuc705 rakke
rakuorganelle (Golgi kompleks, ER ja mitokondrid) mérkivate fluorestseeruvate markeritega ning
PF14-SCO mittekovalentsete kompleksidega. Analiiiis teostati konfokaalmikroskoobiga Olympus
FV1000. Jéreltootluse kdigus muudeti ER-1 markeriga 1dbi viidud katsete puhul ER-i signaal
pseudopunaseks ja koikide katsete puhul PF14-SCO komplekside signaal pseudoroheliseks, et
kolokaliseeruv signaal oleks kergemini tuvastatav.

Koikide katsete puhul oli ndha, et rakku siseneva peptiidi PepFectl4-ga seotud
splaissingut korrigeeriv oligonukleotiid oli vdimeline rakkudesse sisenema (joonis 6-8). Kuigi
suur osa peptiid-oligonukleotiid komplekse olid nii pérast 30-minutilist kui ka 60-minutilist
inkubatsiooni plasmamembraambraanil voi selle vahetus ldheduses, toimus siiski ka nende
sisenemine vesikulaarsel teel (endotsiitoos). Koikide katsete puhul asusid PF14-SCO kompleksid
ka rakusiseselt vesiikulites ning difuusset fluorestsentsisignaali tsiitoplasmas (ehk siis tsiitosoolis
vabalt paiknemist) ei detekteeritud. Sisenenud komplekside hulk sdltus ajast — pédrast 60-
minutilist inkubatsiooni leidus komplekse rakkudes rohkem kui pédrast 30-minutilist
inkubatsiooni.

Rakkudesse sisenenud komplekse detekteeriti enamasti viljaspool Golgi vorgustikku
asuvates vesiikulites, kuid moned iiksikud PF14-SCO komplekse sisaldavad vesiikulid suunati ka
Golgi kompleksi (joonis 6). Kuigi kogu wuuritud rakupopulatsioonist vois 30-minutilise

inkubatsiooni jarel PF14-SCO komplekse sisaldavaid vesiikuleid ndha Golgi vorgustikus 17,1%-s
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rakkudest, asus tegelikult kdikidest rakku sisenenud kompleksidest Golgi kompleksis vaid 1,9%
(joonis 6A). Pédrast 60 minutilist inkubatsiooni oli olukord sarnane, kuid komplekse oli Golgi
aparaati suunatud veel vdhem (joonis 6C). Golgi vorgustikuga kolokaliseeruvaid PF14-SCO
komplekse leidus vaid 6,7%-s rakkudest ning kdikidest rakkudes leitud kompleksidest asus Golgi
vorgustikus vaid 1,16%.

ER vorgustiku visualiseerimisel ei dnnestunud ei 30-minutilise ega 60-minutilise PF14-
SCO kompleksidega inkubatsiooni jdrel nende ER-i suunamist tuvastada (joonised 7A,C).
Samuti mitokondrite visualiseerimisel ei detekteeritud pérast 30-minutilist inkubatsiooni

mitokondritega kolokaliseeruvaid peptiid-oligonukleotiid komplekse (joonis 8).
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Joonis 6. PF14-SCO komplekside lokalisatsioon vorreldes Golgi kompleksiga. Hela
pLuc705 rakke inkubeeriti Golgi kompleksi markerit suhtel 1:10 sisaldava lahusega 30 minutit
jaal, seejdrel lisati 1 pM PF14-e ja 200 nM SCO kompleksid ning inkubeeriti rakke 37 °C juures
30 minutit (A,B) voi 60 minutit (C,D). PF14-SCO komplekside signaal on muudetud
jareltootluse kdigus pseudoroheliseks. Piltidel B ja D on DIC-i (differentsiaal-interferents
kontrastmikroskoopia) kujutis. Mo6tldigu pikkus on 10 pm.
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Joonis 7. PF14-SCO komplekside lokalisatsioon vorreldes ER-iga. HeLa pLuc705 rakke
inkubeeriti 1 uM PF14-e ja 200 nM SCO komplekside ning 0,2 uM ER-i markeriga 37 °C juures
30 minutit (A,B) vdi 60 minutit (C,D). ER-1 markeri signaal on muudetud jareltootluse kdigus
pseudopunaseks ja PF14-SCO komplekside signaal pseudoroheliseks. Piltidel B ja D on DIC-i
kujutis. Moo6tldigu pikkus on 10 pm.
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Joonis 8. PF14-SCO komplekside lokalisatsioon vorreldes mitokondritega. HeLa pLuc705
rakke inkubeeriti 10 nM Mitotracker™-i lahusega 30 min 37 °C juures ning seejérel 1 pM PF14-¢
ja 200 nM SCO kompleksidega 30 minutit 37 °C juures. PF14-SCO komplekside signaal on

muudetud jareltdotluse kéigus pseudoroheliseks. Pildil B on DIC-i kujutis. M3otldigu pikkus on
10 pm.
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2.4 Arutelu

RSP-de keemiliselt modifitseeritud perekonna PepFect loomise eesmargiks oli erinevate
terapeutilise iseloomuga nukleiinhapete rakkudesse transportimise efektiivsuse suurendamine.
Selleks lisati tuntud transportpeptiidi TP10-e struktuuri steariiilriihm ning mdne PepFecti puhul
ka endosoomidest vabanemist soodustav trifluorometiiiilkvinoliinriihm (Mae jt., 2009). Uuemate
PepFect-ide puhul on TP10-e primaarstruktuuris olevad liisiinid ning isoleutsiinid asendatud
vastavalt ornitiinide ja leutsiinidega, mis suurendab peptiidi stabiilsust in vivo tingimustes
(Lindberg jt., 2013). Kéesolevas td0s kasutatud rakku sisenev peptiid PepFectl4 on ndidanud
viaga head nukleiinhapete rakkudesse transportimise voimet mitmes rakuliinis, sealhulgas ka
raskesti transfekteeritavates rakuliinides (Ezzat jt., 2011, Veiman jt., 2012). PF14 moodustab
nukleiinhapetega seondudes negatiivse laenguga mittekovalentseid komplekse, mis ei sisene
rakkudesse varem RSP-de puhul tdheldatud mehhanismide kaudu. Nimelt koik varem leitud RSP-
de rakkudesse sisenemise mehhanismid eeldavad elektrostaatiliste interaktsioonide tekkimist RSP
ning negatiivselt laetud plasmamembraanikomponentide vahel, mida anioonsed PF14-
nukleiinhappe kompleksid elektrostaatilise tdukumise tottu teha ei saa. PF14-nukleiinhappe
komplekside puhul leiti, et need on voimelised rakkudesse sisenema koristusretseptorite klassi A
kuuluvate SCARA3-e ja SCARAS-e poolt vahendatud (Ezzat jt., 2012) klatriin- vdi kaveoliin-
soltuva endotsiitoosi teel (Juks, 2012).

Kéesoleva bakalaureusetod eesmirgiks oli uurida PF14-e ja splaissingut korrigeeriva
2’-O-metiiiildeoksiifosforotioaat-modifikatsiooniga oligonukleotiidi mittekovalentsete
komplekside rakusisest lokalisatsiooni HeLa pLuc705 rakkudes ja nende vdimalikku suunamist
endoplasmaatilisse retitkulumi, Golgi kompleksi voi mitokondritesse.

Katsete tulemustest selgus, et PF14-SCO kompleksid sisenevad rakkudesse vesikulaarsel
teel (endotsiitoos) ning parast 60-minutilist inkubatsiooni leidus komplekse rakkudes rohkem kui
parast 30-minutilist inkubatsiooni. Samas jddvad enamus peptiid-oligonukleotiid komplekse
parast rakkudesse sisenemist plasmamembraani lihedale. Varem on nididatud., et PF14-SCO
kompleksid paiknevad parast retseptor-vahendatud (SCARA3 ja SCARAS) endotsiitoosi endiselt
retseptoritega seotult plasmamembraani ldhedal ka pdrast 30-minutilist inkubeerimist 37 °C
juures (Ezzat jt., 2012). See voib selgitada ka antud t66s saadud tulemusi, mis néitasid suurema
osa PF14-SCO komplekside lokaliseerumist plasmamembraani ldhedal olevates vesiikulites

parast 30- minutilist inkubeerimist.
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Varem on ndidatud, et kaveoliin-sdltuva endotsiitoosi teel sisenenud materjal vdidakse
viia plasmamembraanilt otse nii ER-i kui ka Golgi kompleksi (Le ja Nabi, 2003) ning seetdttu
voidaks osa PF14-SCO komplekse suunata neisse organellidesse. Samas meie tulemused néitasid,
et ER-is ei olnud PF14-SCO komplekse sisaldavate vesiikulite lokaliseerumine tuvastatav ning
Golgi kompleksis leidus vaid véga viheseid PF14-SCO komplekse sisaldavaid vesiikuleid (péarast
30-minutilist inkubatsiooni vaid ~2% ja pérast 60-minutilist inkubatsiooni vaid ~1% kdikidest
rakus olevatest vesiikulitest oli suunatud Golgi kompleksi). Kuna katsete tulemustes ei ndhtud
PF14-SCO komplekside difuusset signaali, mis nditaks komplekside paiknemist tsiitosoolis
viljaspool vesiikuleid, vOib arvata, et suurem osa retseptorist vabanenud komplekse on suunatud
endoliisosomaalsesse ratta. Komplekse sisaldavate vesiikulite osaline lokaliseerumine Golgi
kompleksis siiski nditab, et iiksikud vesiikulid voivad sattuda parast rakkudesse sisenemist Golgi
kompleksi.

Varasemalt on ndidatud, et RSP-d ei suuda ldbida mitokondreid iimbritsevat membraani
ning el sisene seetdttu mitokondritesse (Ross jt., 2004). See on kooskolas kdesolevas to0s saadud
tulemustega, mis nditasid, et PF14-SCO komplekse sisaldavad vesiikulid ei kolokaliseeru
mitokondritega. Komplekside sisenemine mitokondritesse oleks rakule kahjulik, sest
mitokondreid  iimbritseva membraani ldbimine RSP-de poolt vOib kaasa tuua
membraanipotentsiaali kadumise, mis omakorda voib viia raku apoptoosi suunamiseni (Tait ja
Greene, 2010) ning seetdttu on hea, et PF14-SCO komplekse ei suunata pirast rakku sisenemist
mitokondritesse.

Kuigi kdesolevas t60s saadud tulemustes ei ndhtud rakkudes PF14-SCO komplekside
difuusset signaali rakkude tsiitoplasmas, mis néitaks komplekside vabanemist endosomaalsetest
vesiikulitest, on varasemalt ndidatud PF14-SCO komplekside kdorget geeniekspressiooni
taastamise voimet HeLa pLuc705 rakkudes, mis eeldab komplekside vabanemist endosoomidest.
Antud uurimuses néhti parast 4-tunnist inkubatsiooni PF14 ning 200 nM SCO kompleksidega
ning jérgnenud 20-tunnist inkubatsiooni seerumit sisaldavas s66tmes 37 °C juures 170-kordset
lutsiferaasi aktiivsuse kasvu vorreldes tootlemata kontrollrakkudega (Ezzat jt., 2012). Selline
tulemus néitab, et oli toimunud PF14-SCO komplekside vabanemine endosoomidest tsiitosooli.
Kéesolevas t60s nihtud komplekside valdav paiknemine endosomaalsetes vesiikulites voib seega
olla seletatav ka oluliselt liihema (30-60 minutit) inkubatsiooniajaga, mis on komplekside
endosoomidest vabanemiseks liiga liihike.

Jareldusena vOib Oelda, et pérast 30- ja 60-minutilist HeLa pLuc705 rakkude

inkubeerimist PF14-SCO kompleksidega leiti, et ei ole toimunud komplekse sisaldavate
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vesiikulite suunamist ER-i ja mitokondritesse ning on toimunud vaid vdhene suunamine Golgi

kompleksi.
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KOKKUVOTE

Geeniteraapia on tdnapédeval liks suurima potentsiaaliga meditsiinivaldkondi. Geenide
ekspressioonitaset saab reguleerida erinevate terapeutiliste nukleiinhapete, niiteks RNA
interferentsi esile kutsuvate véikeste RNA molekulide v6i mRNA splaissimist mdjutavate SCO-
de, abil. Paraku on sellised nukleiinhappe molekulid iseseisvalt rakku padsemiseks liiga suure
negatiivse laengu ja molekulmassiga ning vajavad seetdttu rakku sisenemiseks
transpordivektorite abi. Praegusel ajal kasutatavatel ,klassikalistel” transportvektoritel on aga
mitmeid puudusi (nditeks madal efektiivsus) voi halbu kdrvalmdjusid (niiteks toksilisus). Uks
perpektiivikas transpordivektorite klass on aga rakku sisenevad peptiidid (RSP-d), mis on
ndidanud erinevate bioaktiivsete lastmolekulide efektiivset transporti rakkudesse ja samal ajal
madalat toksilisust. Siiani on aga teadmata RSP-de tipne rakkudesse sisenemise mehhanism,
kuigi arvatakse, et enamasti (eriti siis kui peptiidiga on seotud lastmolekul) on tegemist
endotsiitootilise protsessiga. RSP TP10-e pdhjal on loodud keemiliselt modifitseeritud nn teise
polvkonna RSP-de perekond PepFect, mis on ndidanud suurt efektiivsust just nukleiinhapete
transpordil rakkudesse.

Kéesoleva t00 eesmirgiks oli uurida PepFect-ide perekonda kuuluva RSP PepFectl4-e ja
splaissimist korrigeeriva oligonukleotiidi rakusisest lokalisatsiooni ning seetdttu uuriti PF14-SCO
komplekside voimalikku rakusisest suunamist ER-1, Golgi kompleksi ja mitokondritesse soltuvalt
ajast. Tulemustest selgub, et pdrast 30- ja 60-minutilist inkubatsiooni on enamus PF14-SCO
komplekse sisaldavaid vesiikuleid lokaliseerunud plasmamembraani ldhedale ning rakusiseselt
paiknevad kompleksid on enamasti véljaspool uuritud rakuorganelle asuvates vesiikulites.
Vihene PF14-SCO komplekse sisaldavate vesiikulite ja uuritud rakuorganellide
kolokaliseerumine oli tuvastatav vaid Golgi kompleksi puhul.

Seega antud bakaleureuset6d nditab, et PepFectl4-st saab kasutada nukleiinhapete
transpordiks rakkudesse. Kuna enamus komplekse ei suunata erinevatesse rakuorganellidesse,
vOib oletada, et peptiid-oligonukleotiid kompleksid on vdimelised pikema aja viltel vabanema

endoliisosomaalsetest vesiikulitest tsiitosooli, kus oligonuleotiid saaks oma toimet avaldada

28



Intracellular localization of oligonucleotides after cell-penetrating

peptide PepFectl4-mediated transport
Indrek Etverk

SUMMARY

Regulating the expression level of genes has a tremendous potential in medicine. Using
therapeutic nucleic acids such as small nucleic acid molecules that take advantage of RNA
interference or oligonucleotides that can affect the splicing of mRNA one can direct the amount
of protein synthesized from a gene or direct the splicing of mRNA to the direction that is
favourable for the patient. But unfortunately nucleic acid molecules are too big and have a strong
negative charge to be able to enter cells by themselves and, therefore, they need the help of
transport vectors. Current transport vectors show often limited efficiency with high cytotoxicity
or low cytotoxicity with poor transport capability and, therefore, it is important to develop means
of intracellular transport that is both effiecient and safe to use. Cell penetrating peptides are one
potential way of achieving this, since they have shown low cytotoxicity and high transport
efficiency for delivery of many different-sized cargo molecules. To this date, however, the exact
means by which they enter cells is not known. The so-called “second generation” cell penetrating
peptide family PepFect was specially designed to transport nucleic acids to cells and has shown
great efficiency in doing so.

The main goal of this study was to characterize the intracellular localization of
noncovalent complexes formed between a cell penetrating peptide PepFectl4 and a splice
correcting oligonucleotide. Fluorescent dyes were used to stain the endoplasmic reticulum, Golgi
apparatus and mitochondria and HeLa pLuc705 cells were incubated with dyes and PF14-SCO
complexes for either 30 or 60 minutes. The results show that after internalization most of the
complexes are localized in vesicles close to the plasma membrane of the cells and there are more
complexes internalized after 60 minutes then after 30 minutes. Intracellularly the vesicles that
contain complexes are located mostly out of the marked organelles. Out of the three studied
organelles there was only a slight colocalization of PF14-SCO complexes with the Golgi
apparatus and no evident colocalization with either endoplasmatic reticulum or mitochondria.
After 30 minutes of incubation only ~2% of complexes could be detected in the Golgi apparatus
and after 60 minutes ~1%. Colocalizing complexes could be found in ~17% and ~7% of cells in

the population, respectively.
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In conclusion, PepFect14 can be used to transport nucleic acids into cells. Because most
of the PF14-SCO complexes are not trafficked into different cellular organelles, we speculate that
the peptide-oligonucleotide complexes are able to escape from endosomes to cytosol during a

longer time-period where they could facilitate their biological effect.
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