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Infoleht
Nahka sisenevad peptiidid 2D ja 3D rakukultuuris

Nahka sisenevate peptiidide puhul on tegemist rakku sisenevate peptiidide

alamklassiga, mis on vdimelised suurendama erinevate lastmolekulide transporti nahka.

Antud bakalaureuset66 eesmargiks oli kasutades tahke faasi peptiidisiinteesi strateegiat
stinteesida kaks nahka sisenevat peptiidi, SPACE (skin penetrating and cell entering, nahka
1abiv ja rakku sisenev) ja SPEH (skin penetration enhancer heptapeptide, naha labitavust
suurendav heptapeptiid) ning hinnata nende ja R8 (kaheksast arginiinist koosnev peptiid)
sisenemist nii 2D kui ka 3D rakukultuuris. Antud peptiidide hindamiseks 3D rakukultuuris
alustati rekonstrueeritud epidermise mudeli protokolli viljatéotamisega. Olulisematest
tulemustest leidsime, et kdik peptiidid olid voimelised rakku sisenema 2D inimese primaarsete
keratinotsiiiitide rakukultuuris ja ei omanud olulist toksilist efekti rakkude metabolismile. 3D
rakukultuuris peptiidi sisenemist ei olnud vdimalik hinnata ja t60s esitatud protokoll vajab veel

optimeerimist.

Mairksonad: nahka sisenev peptiid, tahke faasi peptiidisiintees, rekonstrueeritud epidermis
CERCS kood: B210 Histoloogia, tsiitokeemia, histokeemia, koekultuurid

Cell penetrating peptides in 2D and 3D cell culture

Skin penetrating peptides are a subclass of cell-penetrating peptides capable of
enhancing transdermal transport for compounds that would otherwise be unable to penetrate

the skin in sufficient amounts.

The aim of this bachelor’s thesis was to synthesise two skin penetrating peptides using
the solid-phase peptide synthesis strategy, SPACE (skin penetrating and cell entering) and
SPEH (skin penetration enhancing heptapeptide) and to evaluate the penetration efficiency of
them and R8 (a peptide composing of eight arginine residues) in 2D and 3D cell culture.
Development of a protocol for growing a reconstructed epidermis model was begun in order to
study the penetration efficacy of the peptides in 3D cell culture. All aforementioned peptides
were capable of penetrating human primary keratinocytes in 2D cell culture without having a
toxic effect on the cell’s metabolism. It was not possible to evaluate the penetration efficacy of

said peptides in a 3D cell culture model as the protocol still needs optimisation.
Keywords: skin penetrating peptide, solid phase peptide synthesis, reconstructed epidermis

CERCS code: B210 Histology, cytochemistry, histochemistry, tissue culture
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Kasutatud liihendid

2D 2-dimensionaalne rakukultuur, tihekihiline rakukultuur

3D 3-dimensionaalne rakukultuur, mitmekihiline ja/voi diferentseerunud

rakkudega rakukultuur
CPP cell-penetrating peptide, rakku sisenev peptiid

DAPI 4’ 6-diamidino-2-feniiiilindool, fluorestseeruv virv, mis margistab A-T
rikkad piirkonnad DNAs

DCM diklorometaan

DIC N,N’-diisoproptiiilkarbodiimiid

DIEA N,N-diisopropiiiiletiitilamiin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s medium, koekultuuris rakkude

kasvatamiseks kasutatav soode

DMF N,N-dimetiiiilformamiid

DMSO dimetiitilsulfoksiid

EDTA etlileendiamiintetradiddikhape

FAM 5(6)-karboksiifluorestsiin, fluorestseeruv mérgis siinteesitud peptiidil
FBS Fetal bovine serum, veise loote seerum

Fmoc 9-fluoroentiiilmetiiiiloksiikarboniiiil rithm, kaitserithm aminohappel
HBTU O-bensotriasool-N,N,N",N - tetrametuitilurooniumheksafluorofosfaat
HOBt 1-hiidroksiibensotriasool

MALDI-TOF MS  matrix assisted lazer desorption ionization time-of-flight, maatriksi

assisteeritud laserdesorptsioon-ionisatsioon lennuaja mass-

spektromeeter
MBHA 4-metiitilbenshiidriiilamiin
MEF Mouse embryonic fibroblasts, hiire embriionaalsed fibroblastid
MTS tetrasooliumsool
PBS Phosphate-buffered saline, fosfaatpuhverdatud fiisioloogiline lahus



R8

RFU

SiIRNA

SPACE

SPEH

TIS

kaheksast arginiinist koosnev peptiid

relative fluorescence unit, relatiivne fluorestsentsiihik

small interfering RNA, liihike interfereeriv RNA

skin penetrating and cell entering, nahka l4biv ja rakku sisenev peptiid

skin penetration enhancer heptapeptide, naha labitavust suurendav

heptapeptiid

triisopropiitilsilaan



Sissejuhatus

Ténapdeval on nahakaudne ravimitransport muutumas jarjest perspektiivikamaks
meetodiks. Nahk on inimese suurim organ ja pakub vidga suurt pindala potentsiaalseks
ravimimanustamiseks. Kutaansel manustamisviisil on mitmeid eelised teiste viiside ees nagu
mugavus, vihene invasiivsus, pikemaajalise doseerimise vOimalus ja ravimi biosaadavuse
sdilimine. Selle suurimaks piiranguks on naha pindmise kihi vidhene voi tdielikult puuduv
labimine. Normaalsetel tingimustel on naha pindmist kihti vdimelised ldabima viikesed
hiidrofoobsed molekulid, mis jddvad alla 500 Da ja on piisavalt rasvlahustuvad (Yano jt., 1986).
Paljude ravimite omadused aga ei iihti eelmainituga ja seetSttu on nahakaudse manustamisviisi
rakendatavuse suurendamiseks vajalikud nahakaudse transpordi voimendajad, mis saavad
soodustada erinevate ravimite joudmist 1dbi naha. Véimendajate puhul on oluline, et need oleks
potentsiaalselt nahka mitteirritavad ja et neid oleks vdimalik kerge kasutada. Uheks selliseks
nahakaudse transpordi voimendajaks on nahka sisenevad peptiidid. Antud peptiidid kuuluvad
rakku sisenevate peptiidide alamklassi ja nende puhul on ndidatud nende vdime transportida

erinevaid molekule 14bi naha.

Nahakaudse transpordi puhul on ainete jaoks kdige raskemini iiletatavaks barjdériks
epidermise koige pindmine kiht ehk sarvkiht. Epidermise mudelit koos sarvkihiga on voimalik
kasvatada inimese primaarsetest keratinotsiiiitidest. Antud mitmekihiline 3-dimensionaalne
(3D) mudel omab in vivo nahale sarnast morfoloogiat ja sealsed rakud toodavad korrektseid
ekspressioonimarkereid (Poumay jt., 2004). Erinevate 3D kultuuride kasutamine on oluline
saamaks relevantsemat infot kui seda vdimaldavad lihtsamad 2-dimensionaalses (2D)
rakukultuuris labiviidud katsed. Nende kasutamisega on voimalik véltida v3i vidhendada valede

jarelduste tegemist erinevate ainete efektiivsuse ja toksilise efekti kohta.

Kéesoleva to6 eesmirgiks oli siinteesida kaks varasemalt publitseeritud nahka sisenevat
peptiidi SPACE (skin penetrating and cell entering, nahka l4biv ja rakku sisenev) ja SPEH (skin
penetration enhancer heptapeptide, naha lébitavust suurendav heptapeptiid) kasutades tahke
faasi peptiidisiinteesi strateegiat ning iseloomustada eelmainitud peptiidide ja R8 (8 arginiinist
koosnev peptiid) rakku sisenemist 2D inimese keratinotsiiiitide kultuuris ja peptiidide efekti
rakkude elumusele. Lisaks sellele alustati 3D rekonstrueeritud epidermise mudeli
véljatodtamist, eesméargiga hinnata t66s kasutatud peptiidide epidermise ldbimise efektiivsust.
Antud bakalaureusetddks vajalikud katsed teostati Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudi

molekulaarse biotehnoloogia laboris.



1. Kirjanduse iilevaade

Nahk on inimese kdige suurem organ. Keskmisel tdiskasvanul vaib selle pindala ulatuda
kuni 2 m2-ini (Hwa jt., 2011). See on esmane barjiir keha ja keskkonna vahel, mis pakub kaitset
erinevate kemikaalide, mikroorganismide, UV kiirguse ja mehhaaniliste vigastuste eest (Huang
jt., 2005). Lisaks on naha siigavamates kihtides ligipdéds veresoontele, mis varustavad nahka
toitainetega. Nii naha suurt pinda kui ka voimalikku ligipadsu veresoonkonnale oleks voimalik
kasutada ravimite manustamiseks.

Nahakaudse ravimi manustamisviisi puhul on tegemist mugava mitteinvasiivse
meetodiga. See ei pohjustaks patsientidele valu, nagu seda voib teha slistimine ning see valdiks
ka liigse drevuse poOhjustamist. Lisaks sellele saab vorreldes veenikaudse manustamisega
ennetada voi vdhendada ka siisteemset toksilisust, kuna on voimalik viltida osade kudede
kokkupuudet ravimiga taielikult voi osaliselt. Vorreldes suukaudse ravimi manustamisega on
kutaanse manustamisviisi eeliseks ravimi lagundamise viltimine esmases maksapassaazis
(Prausnit ja Langer, 2008). Véga suureks eeliseks on ka vdimalus manustada ravimit pikema
aja jooksul ning vajadusel saab manustamise koheselt 16petada (Wiedersberg ja Guy, 2014).
Palju on haiguseid, mis saaks leevendust kutaansest ravist ja mida oleks mugavam ravida
lokaalselt, nagu niiteks atoopiline dermatiit ja psoriaas. Tulenevalt eelmainitud eelistest on
tanapédeval nahakaudse ravimi manustamise viis muutunud jérjest enam perspektiivsemaks
meetodiks.

Hetkel on kdige suurem probleem nahakaudse ravimi transpordi puhul enamuse
ravimite kas vdhene biosaadavus vdi ei ole selline manustamisviis teatud iihendite puhul praegu
voimalik (Prausnit ja Langer, 2008). See loob vajaduse uute meetodite viljatéotamise jarele,
mis vOimaldaksid erinevate ravimite nahka transporti piisavates kogustes ilma negatiivsete

korvalmojudeta nii patsiendile kui ka ravimi aktiivsusele.

1.1 Epidermise struktuur

Nahk koosneb kolmest pohilisest kihist: epidermis, dermis ja alusnahk (joonis 1 a).
Naha erinevatest osadest on koige olulisem roll transdermaalse transpordi takistamisel
epidermisel. Tegemist on kuni 120 um paksuse avaskulaarse kihiga, mis koosneb erinevates
diferentseerumise jirkudes olevatest keratinotsiilitidest (Bouwstra jt., 2003). Keratinotsiiiidid
on viljasuunatult diferentseeruvad valgurikkad rakud, mis koosnevad pohiliselt keratiinist ja
keratohiialiinist (Hwa jt., 2011). Epidermis jaguneb omakorda neljaks kihiks: basaalkiht,
ogakiht, sdmerkiht ja sarvkiht (joonis 1 b). Basaalkihis asuvad paljunevad keratinotsiiiidid ja
neis olevad keratiinifilamendid asuvad rakkude tsiitosoolis, risti naha pinnaga, ogakihis on

keratiinifilamendid paigutunud tuuma timber, ulatudes perifeersetesse desmosoomidesse (Hwa
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jt., 2011). Somerkihis olevates keratinotsiiiitides esinevad keratohiialiini somerad, mis
koosnevad profilagriinist (Hwa jt., 2011). Sarvkihi moodustavad terminaalselt diferentseerunud
tuumata keratinotsiiiidid ja nendevahelised lipiidikihid (Bouwstra jt., 2003).
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Joonis 1. Naha struktuur (a), kus on eraldi vilja toodud epidermise kihid (b) ja telliskiviseina
mudel naha sarvkihist (c). Punktis ¢ on helehalliga kujutatud terminaalselt diferentseerunud
keratinotsliiidid ja tumehalliga nendevahelised lipiidkihid. Punktiirjoonega on niidatud

rakkudevaheline voimalik transpordirada. (Smeden ja Bouwstra, 2016)

Koige raskemini iiletatav barjdér erinevatele ainetele transdermaalse transpordi puhul
on naha sarvkiht (Id stratum corneum). See on epidermise kodige vilimisem, véliskeskkonnaga
kokkupuutuv kiht, mille paksus on 10 kuni 20 pm (Bouwstra jt., 2003) ja selle pH jdib 5 ning
6 vahele (Pouillot jt., 2008). Kuigi sarvkiht moodustab umbes 10% kogu nahast, siis vastutab
see peaaegu tdielikult naha kui barjééri talitluse eest (Pouillot jt., 2008). Sarvkihi struktuuri on
kirjeldatud telliskiviseina mudeli alusel (joonis 1 punkt c¢) mille jargi terminaalselt
diferentseerunud keratinotsiitidid kujutavad telliskive ja nendevahelised lipiidikihid morti
(Barry, 2001). Rakkudevahelises lipiidikihtides esinevad keramiidid, rasvhapped, kolesterooli
ja kolesterooliestrid (Barry, 2001). Sarvkihis olevad keratinotsiiiidid on surnud ehk
mittepaljunevad ja moodustavad tihedalt pakitult iiksteise peal olevaid veevaeseid kihte, mida
vOib inimese puhul kokku olla keskmiselt kuni 25 (Smeden ja Bouwstra, 2016).
Tavatingimustel on naha sarvkihti voimelised ldbima vaid alla 500 Da jadvad viikesed

hiidrofoobsed molekulid, mis on hésti rasvlahustuvad (Yano jt., 1986).



1.2 Ainete transport léibi epidermise

Eristatakse kolme pdhilist transpordimehhanismi 14dbi sarvkihi: 1) kas libi
rakkudevaheliste lipiidmaatriksi, 2) 1dbi keratinotsiiiitide voi 3) karvafolliikulite ja nendega
seotud rasva- ning higindarmete kaudu (Barry, 2001). Eelmainitud transpordirajad on kujutatud
joonisel 2. Transport 14bi keratinotsiilitide voimaldab hiidrofiilsete voi polaarsete osakeste ning
rakkudevaheline transpordirada lipofiilsete ja mittepolaarsete osakeste difusiooni 14bi sarvkihi
(Alkilani jt., 2015). Varasemalt on arvatud, et sarvkihi ldbimise jaoks ei ole oluline transport
1abi karvfolliikulite ning rasva- ja higinddrmete kaudu, kuna need moodustavad naha pindalast
viikese osa, umbes 0,1% (Barry, 2001). Seevastu on leitud, et hoolimata véikesest kasutatavast
pindalast on transport ldbi antud raja oluline just vdiksema ldbitungimisvoimega ja korgema

molekulmassiga ainete puhul (Knorr jt., 2009).

Transport 13ki
pooride, ndarmete
ja folliilkulite

Raklkudevaheline Rakusisene
transport transport

&

Joonis 2. Vdimalikud transpordirajad 14dbi sarvkihi. Sinisega on kujutatud terminaalselt

diferentseerunud keratinotsiitidid ja roosaga nendevahelised lipiidkihid. (Lane, 2013)

Peale sarvkihi ldbimist ei ole vdimalik {ilejddnud epidermises kasutada transporti
lipiidkihtide kaudu. Epidermise alumistest kihtides on keratinotsiitidid metaboolselt aktiivsed
ja selle labimiseks on vajalik aine difusioon otse 1dbi keratinotsiiiitide rakumembraani ja
tsiitosooli (Hwa jt., 2011). Kui nahakaudset transporti kasutades on eesmargiks siisteemne ravi,
siis peab ravim ldbima terve epidermise, et jdouda dermisesse ja pddseda ligi sealolevatele
veresoontele (Kretsos ja Kasting, 2007). Samas pole dermisesse transport lokaalsete

nahaprobleemide puhul alati vajalik. Naiteks kui eesmérgiks on psoriaasi ravi, siis oleks vajalik
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transportida ravimit vaid epidermise alumistesse kihtidesse, kus on paljunevad ja metaboolselt
aktiivsed keratinotsiitidid (Brown jt., 2006).

Kdige selle juures on oluline eristada dermaalset ning transdermaalset transporti.
Dermaalse transpordi puhul on tegemist molekulide transpordiga epidermise erinevatesse
kihtidesse, transdermaalse transpordi puhul aga molekulid ldbivad epidermise ja jouavad

dermisesse.

1.3 Nahakaudse transpordi voimendajad
Nahakaudse transpordi voimendusmeetodeid saab jagada erinevatesse klassidesse:

keemilised voimendajad, fiiiisilised meetodid, biomolekulid ja nanopartiklid (joonis 3).

Keemilised Fausilised
vdimendajad meetodid
/\/\/\/\/\/ga‘_o - ‘ Biomolekulid
S : /§ Nanopartiklid
J /
) 4

Joonis 3. Ulevaade nahakaudse transpordi vdimendusmeetoditest. (Yang jt., 2017)

Fiitisiliste vOimendajate alla kuuluvad néditeks sonoforees, iontoforees ja
elektroporatsioon (Miinch jt., 2017). Eelmainitud voimendusviisid vdivad vajada spetsiifilist
varustust, mis teeb sellise meetodi kasutamise kalliks. Sealhulgas ei ole vdimalik patsiendil
manustada ravimit iseseisvalt ja eeldab protseduuri ldbiviimist koolitatud inimese poolt. Lisaks
sellele on fiiiisiliste voimendusmeetodite iiheks suurimaks puuduseks véimalus toddelda vaid
véikest pinda korraga. Fiilisiliste voimendajate alla kuuluvad ka mikrondelad, mille puhul on
tegemist véga viikeste ndeltega varustatud plaastritega. Neid oleks vdimalik patsiendil ise
paigaldada, kuid mikrondelad vdivad murduda ja nahka jddda ning seetdttu pohjustada
poletikku (Desai jt., 2010). Kuigi leidub kommertsiaalselt kasutusel olevaid fiiiisikalisi

transpordi voimendajaid (Yang jt., 2017) esineb neil siiski puudujiéke ja tihtipeale ei ole need

11



ka kommertsiaalselt edukad (Watkinson jt., 2016). Seetdttu on suurenenud huvi lihtsamate ning
mugavamate nahakaudse transpordi voimendajate uurimiseks.

Keemiliste nahakaudse transpordi vdimendajate hulka kuuluvad niiteks erinevad
alkoholid, surfaktandid, rasvhapped, terpeenid ja amiidid (Miinch jt., 2017). Nende eeliseks on
voimalus toodelda suurt pinda korraga ja neid on lihtne iseseisvalt administreerida. Puuduseks
on, et teatud keemilised iihendid nagu alkohol ja surfaktandid vdivad nahal pdhjustada drritust
(Prausnit ja Langer, 2008). Just nahale &rrituse pdhjustamine on kdige suuremaks puuduseks
keemiliste iihendite kasutamisel nahakaudse transpordi voimendamise eesmaérkidel.

Nanopartikliteks loetakse nanosuuruses defineeritud osakesi. Nende suurimaks
puuduseks on aga vihene passiivne difusioon nahka mittemodifitseeritud partiklite puhul (Yang
jt., 2017). Nende transport toimub arvatavasti ldbi nahas olevate pooride ja avauste (Lane,
2013), kuid neid iseloomustab vihene nahka sisenemine.

Biomolekulide alla kuuluvad lithikesed peptiidid, mis on voimelised suurendama ainete
nahakaudset transporti ilma nahale drritust pdhjustamata (Karande jt., 2005). Antud peptiidid
kuuluvad rakku sisenevate peptiidide (cell-penetrating peptide, CPP) alamklassi ja neid
nimetatakse nahka sisenevateks peptiidideks. Nende eeliseks eelmainitud nahakaudse
transpordi vdoimendamise meetodite ees on nende lokaalne efekt ja korvalise koe mitte
kahjustamine ning lisaks sellele on antud peptiidid kohandatavad vastavalt vajadusele (Yang
jt., 2017). Seetdttu voib peptiide pidada headeks voimalikeks transdermaalse ja dermaalse

transpordi voimendajateks.

1.4 Rakku sisenevad peptiidid

CPP-d on liihikesed katioonsed ja/v3i amfipaatsed peptiidid, mille pikkus jaib alla 40
aminohappe (Langel, 2015). Neid kasutatakse kui vdimalikke vektoreid ravimtranspordiks,
kuna CPP-d on vdimelised rakku sisse viima erinevaid lastmolekule. Rakku sisenevate
peptiidide siinteesiks kasutatakse tavapéaraselt tahke faasi peptiidisiinteesi.

Tahke faasi peptiidisiintees pdhineb Bruce Merrifieldi poolt vilja todtatud metoodikal.
Tahkele kandjale kinnitatakse vaheliili kaudu kovalentselt aminohape, mida on seejarel
voimalik pikendada lisades sellele iihekaupa aminohappeid. See voimaldab sammukaupa
kontrollida peptiidi siinteesi ja vajadusel saab teha erinevaid modifikatsioone siinteesi kéigus.
Antud t60s kasutati fluorentiiilmetiiiiloksiikarbontiiil rithma (Fmoc) tahke faasi peptiidisiinteesi

strateegiat, kus aminohapete N-terminaalne aminorithm on kaitstud Fmoc rithma poolt.
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1.4.1 Nahka sisenevad peptiidid ja t6os kasutatud peptiidid

Nahka sisenevad peptiidid on CPP-de alamklassi kuuluvad peptiidid, mille puhul on
ndidatud nende voime ldbida naha sarvkihti. Enamasti on nahka sisenevad peptiidid liithikesed,
nende pikkus jadb tavaliselt 7 kui 12 aminohappe vahele. Lisaks sellele leidub nahka sisenevate
peptiidide hulgas rohkelt ka tsiiklilisi peptiide. Arvatakse, et tsiiklilised peptiidid omavad tanu
oma tépsemalt piiritletud sekundaarstruktuurile suuremat afiinsust sihtmérkvalkude suhtes
vorreldes sama jéarjestusega lineaarsete peptiididega (Roxin ja Zheng, 2012).

Nahka sisenevaid peptiide on kasutatud viimaks nahka erinevaid lastmolekule nagu
lithikest interfereerivat RNA-d (siRNA) (Hsu ja Mitagotri, 2011), hiialuroonhapet (Chen jt.,
2014), aga ka valke (Kim jt., 2018). Lastmolekule on vdimalik viia nahka sidudes lasti peptiidi
kiilge kovalentselt (Gennari jt., 2016) voi mittekovalentselt manustades ainet koos peptiidiga
(Chen jt., 2015). Lisaks sellele on ndidatud, et nahka on ka vdimalik viia peptiididega
moodustatud nanopartikleid (Desai jt., 2010).

Nahka sisenevate peptiidide sarvkihi 1dbimise mehhanisme pole palju uvuritud. Kuid on
ndidatud, et teatud peptiidide nahka sisenemisel muutvad sarvkihis olevate valkude
sekundaarstruktuurid. Need pohjustavad valkude o-heeliksite osakaalu suurenemise ja
sellevorra vahendavad valkude teiste sekundaarstruktuuride, niiteks B-lehtede, osakaalu
(Kumar jt., 2015, Gennari jt., 2016). Eelmainitud sekundaarstruktuuride osakaalu muutus
voimaldab sarvkihis olevatel valkude struktuuridel 16dveneda ja selle kaudu on vdimalik
nahakaudse transpordi efektiivsuse suurenemine (Kumar jt., 2015). On leitud nahka sisenevaid
peptiide, mis ei oma efekti sarvkihis olevatele lipiidkihtidele ja seetottu voib jareldada, et nende
puhul on sarvkihi ldbimiseks olulisim transpordirada ldbi keratinotsiititide (Kumar jt., 2015).
Seevastu on leitud ka peptiide, mis omavad moju sarvkihis olevale lipiidkihile, pdhjustades
selle muutumist voolavamaks (Gennari jt., 2016). Nahka sisenevate peptiidide puhul ei pruugi
olla ainult iiks mehhanism sarvkihi ldbimisel ega ka kindel transpordirada, kuid selle tdpsem
maiératlemine vajab veel tdiendavat uurimist. Lisaks sellele oleks vaja ka uurida, kui olulist rolli
mangib peptiidide puhul transport 1dbi karvafolliikulite ja nahas olevate avauste kaudu sarvkihi
iletamisel.

Efektiivsed transdermaalse transpordi vdimendajad peaksid omama afiinsust nii
keratinotsiiiitides oleva keratiini kui ka transporditava aine suhtes (Menegatti jt., 2016).
Hetkeseisuga on ainukene seos peptiidi omaduste ja nahka sisenemise efektiivsuse vahel leitud
peptiidi keratiini sidumise afiinsuse korral (Kumar jt., 2015). Nahka sisenevad peptiidid, mis
omavad suuremat afiinsust nahas oleva keratiini suhtes, peaksid paremini vdimaldama

lastmolekulide transporti nahas. Seevastu on oluline ka arvestada, et nahka sisenevad peptiidid
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el omaks liiga tugevat afiinsust keratiini suhtes, kuna seetdttu ei pruugi need olla voimelised
tiletama tervet sarvkihiti.

Antud bakalaureusetos kasutati kolme juba varem publitseeritud nahka sisenevat
peptiidi: SPACE (skin penetrating and cell entering, nahka l4biv ja rakku sisenev), SPEH (skin
penetration enhancer heptapeptide, naha labitavust suurendav heptapeptiid) ja poliiarginiin
(antud t66 kontekstis kaheksast arginiinist koosnev peptiid R8). On niidatud, et SPACE peptiid
on voimeline transfekteerima rakke inimese fibroblastide ja keratinotsiiiitide rakukultuuris (Hsu
ja Mitragotri, 2011) ning seda on kasutatud viimaks sea epidermisesse tsiiklosporiin A-d (Chen
jt., 2015). Lisaks sellele on ndidatud, et SPACE peptiidiga on voimalik sea nahka viia peptiidi-
fosfolipiid siisteemis hiialuroonhapet (Chen jt., 2014) ning siRNA-d (Chen jt., 2014). SPEH on
voimeline viima inimese epidermise 15ikudesse peptiidiga konjugeeritud fraktsioneerimata
hepariini (Gennari jt., 2016). Poliiarginiini on kasutatud viimaks hiire nahka tsiiklosporiin A-d,
mis oli peptiidiga konjugeeritud pH soltuva siduja abil (Rothbard jt., 2000). Koigi eelmainitud

peptiidide puhul on iseloomustatud ka nende vihest tsiitotokslisust.

1.5 Mitmekihilised 3D rakukultuurid

Mitmed autorid on ndidanud, et lihtsates kahe-dimensionaalsetes (2D) rakukultuurides
saadud tulemused ei kandu histi iile in vivo loomkatsete tulemustesse. Uhekihilise rakukultuuri
puudusteks on niiteks rakkudevahelise ja raku-maatriksivahelise signaliseerimise puudumine
(Breslin ja O’Driscoll, 2013). See vdib aga viia voimalike terapeutiliste ainete testimisel valede
jareldusteni ning hiljem in vivo katsetes on voimalik, et ilmneb aine liigne toksilisus voi vdhene
efektiivsus (Breslin ja O’Driscoll, 2013). Selle viltimiseks on vajalikud mudelid, mis
voimaldaks kultuurides kasvatatavatel bioloogilistel objektidel modelleerida in vivo kudesid.
Nende abil saaks lihtsamas siisteemis uurida erinevaid haigusseisundeid ja terapeutiliste ainete
efekti ilma vajamata tervet organismi. Uheks selliseks vdimaluseks on kolme-dimensionaalsete
(3D) kultuuride kasutamine, mis aitavad parandada rakupohiste hinnangute bioloogilist
asjakohasust (Pampaloni jt., 2007). 3D mudelite puhul on tegemist kdige rohkem in vivo kudet
matkivate rakupdhiste analiilisimeetoditega ravimiarenduses (Breslin ja O’Driscoll, 2013).

Mitmekihiliste 3D rakukultuuride puhul on tegemist mudelitega, mis imiteerivad in vivo
uuritavate objektide morfoloogiat ja omadusi. Neid saab iildiselt jaotada kaheks: toesepdhised
ja -vabad. Ilma toeseta saab moodustada agregatsiooni voi rippuva tilga meetodi kaudu sféare,
mida on voimalik kasutada niiteks tuumorite mudelina (Pampaloni jt., 2007). Seevastu saab
labilaskva toese peal rekonstrueerida erinevaid koetiilipe néiteks luukude, kdhre, nahka voi

ainult epidermist (Brajsa jt., 2016, Pampaloni jt., 2007).
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3D mudeleid kasvatatakse tihtipeale primaarsetest rakkudest. Tegemist on doonori koest
isoleeritud rakkudega, mis omavad vastavalt doonorile ja koele iseloomulikku diferentseerunud
fenotiilipi (Jennings, 2015). Kuna tegemist on mitte immortaliseeritud rakkudega, on nende
kasutamise puhul oluline rakkude passazi number, mis iseloomustab kaudselt, kui palju on
antud rakud paljunenud. Primaarrakkude omadused on ajas muutuvad, nditeks vdivad toimuda
olulised transkriptsioonilised muutused juba rakkude paljundamise alguses (Januszyk jt., 2015).
Seetottu on vajalik teha katseid sama populatsiooni rakkudega, millel on sama ja eelistatavalt
voimalikult vdike passaaziarv.

Primaarrakkude eeliseks juba viljakujunenud rakuliinide ees on nende sarnasus in vivo
koele ja seetdttu eelistatakse neid kasutada teatud tingimustel, nditeks nagu mitmekihiliste
rakukultuuride kasvatamisel. Primaarrakkudel on vélja kujunenud koele omane fenotiilip ja
kuna tegemist ei ole loputult paljunevate rakkudega, ei toimu ka mutatsioonide kuhjumist
(Jennings, 2015). Inimese naha ekvivalendi 3D kultuuri ei ole vdimalik kasvatada
immortaliseeritud inimese keratinotsiititidest (HaCaT), kuna antud rakud ei moodusta kudet in
vivo nahale sarnase morfoloogiaga ja ei tooda vastavalt piisavalt ja diges suhtes rasvhappeid
ning keramiide (Boelsma jt., 1999). Kuigi primaarrakkudega on vdimalik saada in vivo koele
sarnasemaid mudeleid, mis voimaldavad paremini hinnata néiteks ravimi toksilisust, on siiski

nende kasvatamine ja standardiseerimine raskendatud (Jennings, 2015).

1.5.1 Rekonstrueeritud epidermise mudel — inimese epidermise ekvivalent

Inimese epidermise modelleerimiseks in vitro on voimalik kasutada 3D rekonstrueeritud
epidermise mudelit. Selle jaoks kasvatatakse inimese primaarsetest keratinotsiilitidest
membraani peal defineeritud keskkonnas ja sodtmes inimese epidermise ekvivalent. See on
voimalik mudel testimaks erinevaid terapeutilisi molekule ilma looma vai inimese epidermist
vajamata. Sealhulgas oleks seda mudelit voimalik kasutada hindamaks nahka sisenevaid
peptiide kui nahakaudse transpordi voimendajaid.

Rekonstrueeritud epidermise mudeli puhul kasvatatud epidermise ekvivalent omab
vastavaid fiisioloogilisi struktuure nagu leidub in vivo nahas. Elektronmikroskoopiaga on
ndidatud, et rekonstrueeritud epidermises esinevad samad kihid ja korrektne ultrastruktuur nagu
tegelikus nahas: basaalkiht, ogakiht koos desmosoomidega tihendatud rakkudega, somerkiht
vastavate keratohiialiini sdmeratega ning sarvkiht (Poumay jt., 2004). Lisaks sellele on
iseloomustatud keratinotsiilitide diferentseerumise astet vaadeldes erinevaid nende poolt
toodetud markereid ja nende lokalisatsiooni koes. Immunohistokeemiliselt on niidatud
keratinotsiiiitide diferentseerumisse markerite nagu keratiin 10-e, keratiin 14-e, involukriini ja

filagriini ekspressiooni ja fiisioloogiliselt korrektset paiknemist 3D rekonstrueeritud mudelis
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(Poumay jt., 2004). Iseloomustatud on ka rekonstrueeritud epidermise lipiidikooslust. Koiki
vajalikke sarvkihi lipiide ja keramiide siinteesitakse, kuid siiski vdib esineda nende osakaalude
erinevust vorreldes in vivo nahaga (Ponec jt., 2001).

Epidermise rekonstrueerimiseks 3D kultuuris on mitmeid vodimalusi, kuid mudeli
pohisammud on erinevate meetodite puhul samad. Koigepealt kasvatatakse kaevudesse
sisestatud poorsete membraanide peal so6tmesse sukeldatult keratinotsiilite, et moodustuks
membraani peal iihekihiline rakumass, mis kinnituvad integriinide abil mehaanilisele toesele
(Poumay ja Coquette, 2007). Poorsed membraanid on kaetud maatriksiga, tavaliselt on selleks
kasutatud laminiini, kollageeni v3i fibronektiini (Robert jt., 1997). Tehismembraanide katmine
valguga on vajalik keratinotsiilitide adhesiooni suurendamiseks ja tdielikult vedelikku
sukeldatud membraanile kinnitunud keratinotsiilitide kiht annab aluse rekonstrueeritud
epidermise basaalkihile. Peale rakkude Kkinnitumist l4bilaskvale membraanile kasvatatakse
keratinotsiilite poolkuivas kultuuris, kus rakud saavad pealtpoolt dhuga kokku puutuda,
imiteerides in vivo tingimusi. Ohuga kokkupuude on vajalik mitmekihilise kultuuri
moodustumiseks ja keratinotsiilitide terminaalseks diferentseerumiseks (Rosdy ja Clauss,
1990). Nii téielikult sukeldatult kui poolkuiva kultuuri puhul kasutatakse erinevate
komponentidega so6tmeid, mis vdimaldavad kontrollida keratinotsiiiitide diferentseerumist.
Niiteks vitamiin C on vajalik poolkuivas kultuuri faasis, et moodustuks rekonstrueeritud
epidermise mudelis dige lipiidikoostise ja keramiidi profiil (Ponec jt., 1997). Epidermaalse
kasvufaktori olemasolu sodtmes vdimaldab sarvkihil kasvada paksemaks, kuid ei ole
hidavajalik selle moodustumiseks nagu on keratinotsiilitide kasvatamine poolkuivas kultuuris
(Ponec jt., 1997). Ulejisinud komponendid sédtmes on vajalikud inimese primaarsete
keratinotsiiiitide kasvu toetamiseks ja kiirendamiseks.

Inimese primaarsetest keratinotsiiiitidest on vdimalik kasvatada inimese epidermise
struktuuri ja koostist imiteeriv rekonstrueeritud epidermis. Selle kasvatamiseks on vajalik
keratinotsiiiitide ~diferentseerumise kontrollimine ja suunamine, kasutades erinevaid
s66tmekomponente ja muutes kasvutingimusi. Valmiskasvatatud epidermise ekvivalent on
heaks katsetusobjektiks hindamaks tdpsemini erinevate molekulide voimalikku toksilisust ja
efektiivsust enne suundumist in vivo katsetesse ja see ldahenemine on asunud asendama

loomkatseid (Poumay ja Coquette, 2007)
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2. Eksperimentaalne osa

2.1 Too eesmirgid

Antud bakalaureusetdod eesmirkideks on:

¢ Siinteesida kaks nahka sisenevat peptiidi, SPACE ja SPEH, kasutades Fmoc tahke faasi
peptiidisiinteesi meetodit

e Iscloomustada t60s kasutatud nahka sisenevate peptiidide sisenemist inimese
primaarsete keratinotsiiiitide 2D rakukultuuris

e Hinnata t60s kasutatud nahka sisenevate peptiidide moju inimese primaarsete
keratinotsiiiitide elumusele 2D rakukultuuris

e Alustada 3D rekonstrueeritud epidermise mudeli véljatdotamisega

e Hinnata t66s kasutatud nahka sisenevate peptiidide epidermise 1abimise efektiivsust 3D

rekonstrueeritud epidermise mudelis

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Toos kasutatud peptiidid

T66s kasutatud peptiidide jarjestused on kujutatud tabelis 1 ja struktuurid joonisel 4. SPACE ja
SPEH siinteesiti autori poolt antud bakalaureuset66 raames ning peptiid R8 siinteesiti Tartu

Ulikooli Tehnoloogiainstituudi molekulaarse biotehnoloogia labori poolt.

Tabel 1. Toos kasutatud nahka sisenevad peptiidid ja nende jéarjestused. FAM on lisatud

peptiidi N-terminaalse aminohappe aminoriihma kiilge.

Peptiid Jérjestus Viide
SPACE FAM-XACTGSTQHQCG-NH; Hsu ja Mitragotri, 2011
SPEH FAM-DRTTLTN-NH> Gennari jt., 2016
R8 FAM-RRRRRRRR-NH; Rothbard jt., 2000
X — 6-aminoheksaanhape FAM — 5(6)-karboksiifluorestsiin
O

HENMOH
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Joonis 4. T6os kasutatud peptiidide struktuurid.

2.2.2 Too6s kasutatud peptiidide siintees

Antud t60s kasutatud peptiididest siinteesis t66 autor SPEH-i ja tsiiklilise SPACE-i.
Modlemad peptiidid siinteesiti Fmoc tahke faasi peptiidisiinteesi meetodit kasutades, SPEH
kisitsi ja SPACE peptiidisiintesaatoriga (Biotage® Initiator+ Alstra™). Tahke faasi
peptiidisiinteesi pdhimdte on vilja toodud lisas 1.

Siintees toimus kisitsi 0,1 ja masinat kasutades 0,125 mmol skaalas, aminohappeid voeti
vastavalt nelja- voi viiekordses iilehulgas vaigu funktsionaalriihmade kohta. Peptiidide siinteesi
alustatakse tahke faasi peptiidisiinteesi puhul C-terminusest ja see kulgeb N-terminuse suunas.
Kisitsi siinteesi puhul kasutati tahke kandjana 244 mg Rink-amiid 4-metiiiilbenshiidriiiilamiin
(MBHA) vaiku ja automatiseeritud peptiidisiinteesi puhul 278 mg Rink-amiid ChemMatrix®
vaiku. Rink-amiid MBHA vaigule olid funktsionaalriihmadega vaheliilid kinnitunud 0,41
mmol/g ja Rink-amiid ChemMatrix® vaigu puhul 0,45 mmol/g kandja kohta.

Enne siinteesi algust lasti vaigul punduda 20 minutit diklorometaanis (DCM).
Liidetavad aminohapped aktiveeriti kasutades neljakordses iilehulgas 1-hiidroksiibensotriasooli
(HOBL) ja O-bensotriasool-N,N,N",N’- tetrametiiiilurooniumheksafluorofosfaati (HBTU) ning
kaheksakordses iilehulgas N,N-diisopropiililetiiiilamiini  (DIEA) lahustatuna  N,N-
dimetiiiilformamiidis (DMF). Fmoc kaitseriihmade eemaldamiseks kasutati 20% piperidiini
lahust DMF-is.

Kisitsi siinteesimise kdigus teostati peale iga aminohappe lisamist Kaiseri (ninhiidriini)

test hindamaks aminohappe lisamise edukust. Antud test pohineb ninhiidriini reageerimisel

18



vabade aminorithmadega, mis voimaldab visuaalselt hinnata reaktsiooni kulgemise edukust
kuumutades viikest kogust vaiku paari tilga lahus A (segu kaaliumtsiianiidist, piiridiinist,
fenoolist ja etanoolist) ja B-ga (5% ninhiidriini lahus etanoolis) (Kaiser jt., 1970). Negatiivse
tulemuse korral, kui puuduvad vabad aminorithmad, jadb lahus kollaseks, kuid positiivse
tulemuse puhul varvub lahus siniseks. Positiivse tulemuse korral korrati aminohappe lisamist
slinteesitavale peptiidile ja peale seda teostati vajadusel vabade aminoriihmade blokeerimine,
inkubeerides vaigul olevat peptiidi 20 minutit 10% atseetanhiidriidi, 5% DIEA ja 6% HOBt-i
lahusega DCM-is.

Modlemale valmis peptiidile lisati peale siinteesi késitsi N-terminaalsesse otsa FAM.
Kuna SPACE-i puhul on tegemist tsiiklilise peptiidiga, otsustati teha selle algsesse jirjestusse
modifikatsioon ja lisati aminoheksaanhappe jadk eraldamaks peptiidi jarjestust N-terminaalsest
fluorofoorist. Modifikatsiooni eesmérgiks oli vdimaliku steerilise inhibitsiooni véltimine
fluorestsentsmérgise poolt tsiisteiinide vahelise disulfiidsilla moodustumisel. See tuleneb
sellest, et FAM-i puhul on tegemist mahuka aromaatse {ihendiga, mis voib steeriliselt takistada
peptiidi vajaliku struktuuri omandamist disulfiidsilla moodustumise ajal. SPEH puhul on aga
tegemist lineaarse peptiidiga, millele ei ole vaja teha siinteesijargseid modifikatsioone ja
seetottu ei peatud vajalikuks algsesse jérjestusse muutuste tegemist. FAM-i lisamiseks
peptiidile inkubeeriti vaigu kiilge kinnitunud peptiide 24 tundi 2 uM 5(6)-karboksiifluorestsiini
lahusega DMF-is, kuhu oli lisatud 33% dimetiiilsulfoksiidi (DMSO). FAM-i aktiveerimiseks
kasutati 6% N,N’-diisopropiiiilkarbodiimiidi (DIC) ja 14% DIEA lahust HOBt-is.

Peale FAM-i lisamist moodustati lineaarsest SPACE peptiidist tsiikliline peptiid.
Tsiiklilisus saavutati iile disulfiidsilla, mis moodustati jirjestuses olevate tsiisteiinide vahele.
Peptiidi siinteesil kasutati tsiisteiini, mille tioolgrupil on atseetaminometiiiil kaitseriihm.
Tioolgrupi kaitseriihma kasutamine on oluline véltimaks tioolriihma oksiideerimist, ehk
elektronide kaotamist, lahuses leiduva hapniku tottu ja seetdttu voimaldab see Oiges
konformatsiooni peptiidi saagikuse suurenemise (Wang jt., 2006). Tioolgrupi kaitseriithmad
eemalduvad disulfiidsilla moodustumisel toddeldes lineaarset peptiidi oksilideeriva reagendiga.
SPACE-is moodustati disulfiidsild C? ja C° vahel kasutades talium(lI)trifluoroatsetaati.
Lineaarset =~ FAM  mirgistatud = SPACE  peptiidi  inkubeeriti 30  minutit
talium(ltrifluoroatsetaadi lahusega DMF-is (Page jt., 2007). Talium(lll)trifluoroatsetaati
voeti 1,2 kordses tilehulgas peptiidi siinteesi skaala suhtes.

Viimaks ldigati valmis FAM mirgisega peptiidid tahke kandja pealt lahti ja eemaldati
korvalahelate  kaitserithmad  kasutades 95%  trifluorodddikhappe  (TFA), 2,5%
triisopropiiitlsilaani (TIS) ja 2,5% vee segu. Antud lahust inkubeeriti koos vaigul oleva

peptiidiga 3 tundi. Peptiidi eraldamiseks vaigust filtreeriti segu 1dbi siistla ja saadud filtraat pesti
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1 ml TFA-ga, mis aurustati vaakumi all. Peale TFA eemaldamist lisati lahusele 40 ml jadkiilma
eetrit ja saadud lahust tsentrifuugiti 2253 g 4°C juures 5 minutit (rootor 12071). Eeter eemaldati
ja jarelejaanud supernatant lahustati uuesti eetris ning tsentrifuugiti. Eetripesu korrati kokku 3
korda, et ekstraheerida lahustunud korvalised orgaanilised iihendid. Peale kolmandat pesu
supernatant lahustati vdheses koguses vees ja saadud lahus kiilmutati -80°C juures kuni
jaatumiseni. Peale seda liiofiliseeriti peptiidi vesilahus {iled6.

Peptiide puhastati podrdfaas-vedelikkromatograafiaga kasutades C-4 kolonni ja
atsetonitriili gradienti vees, kuhu oli lisatud 0,1% TFA-d. Fraktsioonid korjati késitsi ja nende
Oigsust maatriksi assisteeritud laserdesorptsioon-ionisatsioon lennuaja (MALDI-TOF) mass-
spektromeetriga, maatriksiks kasutati a-tstiaano-4-hiidroksiikaneelhapet (MALDI-TOF mass-
spektromeetria analiilisi teostas molekulaarse biotehnoloogia labori teadur Piret Arukuusk).

Seejidrel lahustati puhastatud peptiidid vees ning valmistati 1 mM l&htelahused, mida

sdilitati -20°C juures, voi sdilitati peptiid pulbrina.

2.2.3 Rakkude kultiveerimine

2.2.3.1 Hiire embriionaalsete fibroblastide kasvatamine ja inaktiveerimine

Kahe-pdevaste hiirte embriiotest eraldatud fibroblaste (MEF) (fibroblastid parinesid
Sulev Kuuse kéest ja t66 autor kasutas juba varasemalt eraldatud rakke) kasvatati Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) s66tmes, kuhu oli lisatud 10% veise loote seerumit (FBS),
1% asendatavaid aminohappeid, 100 U/ml penitsilliini ja 100 mg/ml streptomiitsiini (edaspidi
fibroblastide s66de). Rakke hoiti 37°C 5% COz juures ja lahjendati iga 2-3 paeva jérel, et viltida
rakkude kasvamist iile 90% kasvuplaadi tdituvuse ehk konfluentsuse.

MEF-ide inaktivatsioonil pohineti Conneri poolt publitseeritud protokollil, mida
modifitseeriti sobitumaks antud eksperimendiga. MEF-ide inaktiveerimiseks kasutati rakke,
mis olid saavutanud 90% konfluentsuse. Rakkude paljunemise pidurdamiseks kasutati
mitomiitsiin C-d. Tegemist on antibiootikumiga, mis loob kovalentsed ristsillad
komplementaarsete DNA ahelate vahel (Szybalski ja lyver, 1964). Antibiootikumist tuleneva
DNA kahjustuse tottu ei ole inaktiveeritud rakud voimelised enam paljunema, kuid séilitavad
oma metaboolse aktiivsuse.

Inaktiveeritud MEF-ide saamiseks pesti rakke koigepealt fosfaatpuhverdatud
fiisioloogilise lahusega (PBS) ja seejérel inkubeeriti neid 2-3 tundi fibroblastide so6tmega,
kuhu oli lisatud 10 pg/ml mitomiitsiin C-d. Peale inkubatsiooni mitomiitsiin C lahusega
so0tmes pesti inaktiveeritud MEF-e kaks korda PBS-iga ja kiilmutati edasiseks kasutamiseks.
Fibroblaste kiilmutati 3 miljonit rakku kriioviaali kohta FBS-is, kuhu oli lisatud 20% DMSO-
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d. Viike kogus inaktiveeritud rakke kiilvati fibroblastide s66tmes ning neid jalgiti mitme péaeva

jooksul veendumaks, et rakud on kaotanud oma vdime jaguneda.

2.2.3.2 Inimese primaarsete keratinotsiiiitide amplifikatsioon

Inimese primaarsete keratinotsiiiitide (edaspidi keratinotsiitidid) (passaaz 2,
CELLnTEC) kasvatamiseks kasutati DMEM sod6det, kuhu oli lisatud 5% FBS-i, 100 U/ml
penitsilliini, 100 mg/ml streptomiitsiini ning vajalikke kasvufaktoreid ja lisandeid (edaspidi 2D
keratinotstiiitide soode). 2D keratinotsiilitide sd6tmele lisati Spg/ml inimese rekombinantset
insuliini, 180 puM adeniin hiidrokloriidi, 10 ng/ml epidermaalset kasvufaktorit, 0,4 pg/ml
hiidrokortisooni, 1 pM isoproterenooli, 5 pg/ml inimese transferiini ja 2 nM trijoodtiironiini
(modifitseeritud Barreca jt.,, 1992, Orenberg ja Wilkinson, 1982). 24 tundi enne
keratinotstiiitide kiilvamist rakkude paljundamise jaoks kiilvati eelnevalt véljatoodud
keratinotsiiiitide so6tmes 100 mm petri tassile 3 miljonit inaktiveeritud MEF-i (vaata punkti
2.2.3.1). Jargmisel pédeval kiilvati samale tassile inaktiveeritud rakkude peale passaaz 2
keratinotsiitidid. Rakke inkubeeriti 37°C 5% CO2 juures ning soddet vahetati iilepdeva.
Keratinotsiilite kasvatati inaktiveeritud MEF-ide kihi peal, mis vdimaldab keratinotsiiiitidel
paremini kinnituda petri tassile ja ka kiiremini kasvada. See tuleneb inaktiveeritud fibroblastide
voimest toota kollageeni, laminiini ja fibronektiini (Alitalo jt., 1982).

Alternatiivina eelnevale meetodile kasvatati osade katsete jaoks keratinotsiilite ilma
inaktiveeritud MEF-ideta. CELLnTEC’i inimese primaarseid epidermaalseid keratinotsiiiite
(Human Epidermal Keratinocyte Progenitors, pooled, inimese epidermaalsete keratinotsiiiitide
eellasrakud, segatud) kasvatati kasutades kommertsiaalset CnT-Prime epiteelkultuuri sdddet.
Rakkude kasvatamisel jilgiti tootja poolt vilja antud protokolli primaarsete epidermaalsete
keratinotsiilitide kasvatamiseks 2D rakukultuuris. Kommertsiaalse so0tmega kasvatatud
keratinotstiiitide kasutamisel katsetes vahetati CnT-Prime s66de eelnevalt defineeritud 2D
keratinotsiilitide s06tme vastu ja katsed toimusid tdpselt samadel tingimustel nagu
inaktiveeritud MEF-idega kasvatatud keratinotsiiiitidega teostatud katsed.

Kui keratinotsiiiidid olid saavutanud 80-90% konfluentsuse, eemaldati vajadusel
plaadilt inaktiveeritud MEF-id pestes petri tassi kiirelt kiimme korda PBS-iga. Peale seda
inkubeeriti keratinotsiilite petri tassilt lahti saamiseks 5-7 minutit 0,25% triipsiin-
etiileendiamiintetradddikhape (EDTA) lahusega PBS-is. Saadud passaaz 3 keratinotsiiiidid
loendati ja kiilvati edasi eksperimentide tegemiseks voi kasutati 3D rakukultuuri alustamiseks.
Antud t66s viidi koik katsed 14bi passaaz 4 rakkudega. Rakukultuure kasvatati ja inkubeeriti

iga katse jaoks 37°C ja 5% CO2 juures inkubaatoris.
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2.2.4 3D rekonstrueeritud epidermise mudeli ettevalmistamine ja kasvatamine

3D rekonstrueeritud epidermise mudeli kasvatamise protokolli iilesehitamisel pShineti
varem publitseeritud protokollidele (Barreca jt., 1992, Orenberg ja Wilkinson, 1982, Poumay
jt., 2004). Antud meetodeid optimeeriti vastamaks labori tingimustele, kus antud
bakalaureuseto6 sooritati. Kogu protsessi rekonstrueeritud epidermise moodustamise jaoks

alates membraanide ettevalmistamisest kuni rakkude kasvatamiseni on kujutatud joonisel 5.

Membraanide ettevalmistamine Rekonstrueeritud epidermise kasvatamine
0. pdev 1.-3. paev 4.-17. péev
PE— pE— p— PE— —
D) () (- ) (—-—) (D
am— T | === |~|
a - b C - d e

Sukelduskultuur Poolkuiv kultuur

Joonis 5. Ulevaade 3D rekonstrueeritud epidermise mudeli ettevalmistamisest ja
kasvatamisest. Punktis a on kujutatud membraanide inkubatsioon antibiootikumilahusega,
punktis b s66tmega ja punktis ¢ fibronektiiniga. Punkt d iseloomustab sukelduskultuuri ja punkt

e poolkuiva kultuuri.

Inimese rekonstrueeritud epidermise kasvatamiseks primaarsetest keratinotsiiiitidest
kasutati ThinCert™ (Greiner Bio-One) 24 kaevulise plaadi kaevudesse sisestatavaid
membraane, poorisuurusega 0,4 pm. 24 tundi enne keratinotsiiiitide kiilvamist valmistati ette
membraanid. Esmalt inkubeeriti kaevudesse sisestatud membraane nende puhastamiseks ja
margamiseks antibiootikumi lahusega ja seejarel so6tmega. Kodigepealt inkubeeriti membraane
1-2 tundi 4°C juures PBS lahusega, kuhu oli lisatud 100 U/ml penitsilliini ja 100 mg/ml
streptomditsiini (joonis 5, punkt a). Peale seda eelmainitud lahus eemaldati ja membraanid
sukeldati 1-2 tunniks 4°C juures DMEM so6tmesse, mis sisaldas 25% Ham’s F-12 L-
glutamiiniga, 100 U/ml penitsilliini ja 100 mg/ml streptomiitsiini (joonis 5, punkt b). Parast
DMEM s66tme eemaldamist pipeteeriti igale kaevu sisestatud membraanile 50 pl 50 pg/ml
fibronektiini lahust PBS-is ja inkubeeriti membraane iile66 4°C juures (joonis 5, punkt c).

Jargneval paeval eemaldati iileliigne fibronektiin membraanidelt. Seejdrel lisati igasse
kaevu ja neisse sisestatud membraanidele sukeldussddde. See koosnes DMEM sddtmest, mis
sisaldas 22% Ham’s F-12 L-glutamiiniga, 10% FBS-i, 1% asendatavaid aminohappeid, 100

U/ml penitsilliini, 100 mg/ml streptomiitsiini ning vajalikke kasvufaktoreid ja lisandeid.
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Sukeldussootmele lisati 5 pg/ml inimese rekombinantset insuliini, 180 pM adeniin
hiidrokloriidi, 10 ng/ml epidermaalset kasvufaktorit, 0,4 pg/ml hiidrokortisooni, 1 uM
isoproterenooli, 5 pg/ml inimese transferiini ja 2 nM trijoodtiironiini. Igale kaevus olevale
membraanile kiilvati 200 tuhat keratinotsiiiiti sukelduss6dtmes. Membraanidel olevaid
keratinotsiilite hoiti 3 pdeva tdielikult s66tmesse sukeldatult ja s6odet vahetati igapdevaselt
(joonis 5, punkt d). Selline kasvatamisviis voimaldab keratinotstiiitidel kinnituda membraani
kiilge ja moodustada selle peale iihekihilise rakukihi.

Peale rakkude kasvatamist 3 pdeva tdielikult so6tmesse sukeldatult alustati 4. paeval
keratinotsiilitide kasvatamist poolkuivas kultuuris (joonis 5, punkt e). Sel puhul kasutati
rakkude kasvatamiseks poolkuiva faasi soddet, mis sisaldas DMEM-is 22% Ham’s F-12 L-
glutamiiniga, 10% FBS-i, 1% asendatavaid aminohappeid, 100 U/ml penitsilliini, 200 mg/ml
streptomiitsiini ning vajalikke kasvufaktoreid ja lisandeid. Poolkuiva kultuuri sd6tmele lisati 5
pg/ml inimese rekombinantset insuliini, 10 ng/ml epidermaalset kasvufaktorit, 0,4 pg/ml
hiidrokortisooni ja 96 pg/ml vitamiin C-d. Antud sdddet ei lisatud enam kaevu sisestatud
membraanide iilemisse ruumi, vaid ainult nende alla. Seejuures jélgiti, et sddtmenivoo oleks
vordne sisestatud membraani pdhjaga. Selline kasvatusviis voimaldab rakkude pealispinnal
dhuga kokku puutuda. Ohuga kokkupuude on vajalik rekonstrueeritud epidermise puhul
sarvkihi arenemiseks (Rosdy ja Clauss, 1990). Lisaks sellele saavad membraani peal kasvavad
keratinotsiiiidid ldbi membraanis olevate pooride kaudu kokku puutuda kaevus oleva s66tmega.
Rakke kasvatati poolkuivas faasis 14 pdeva ning séodet vahetati igapdevaselt. Rakke hoiti kogu

rekonstrueeritud epidermise mudeli kasvatamise ajal 37°C ja 5% COz juures.

2.2.5 Peptiidi sisenemise hindamine

Peptiidi sisenemist inimese primaarsetesse keratinotsiiiitidesse vaadeldi nii 2D kui ka
3D kultuuris. 2D rakukultuuris hinnati peptiidi sisenemist rakkudesse kasutades fluoromeetrit
ja fluorestsentsmargisega peptiidi. Selle jaoks kiilvati eelnevalt Zelatiniseeritud 48-kaevulisele
plaadile 30 tuhat keratinotsiiliti kaevu kohta. Rakkudel lasti kasvada 24 tundi 2D
keratinotstiiitide s66tmes 37°C ja 5% COz2 juures. Vana s6dde vahetati uue vastu ning seejérel
lisati rakkudele 2 uM peptiidi lahust 2D keratinotsiiiitide s66tmes ning hoiti seda peal vastavalt
1, 4, 6 ja 24 tundi. Kaevudes oleva lahuse ruumala oli rakkude peptiidilahusega inkubeerimise
ajal 235 ul. Seejérel eemaldati sdode, litsiti rakud 0,1% Triton X-100 lahusega PBS-is ja
hinnati  rakuliisaadi  fluorestsentsintensiivsust  kasutades BioTek Synergy™ Mx
mikroplaadilugejat. Tehti kolm modtmist bioloogilistest replikaatidest ja saadud tulemused

esitati graafikul suhtena to6tlemata rakkude suhtes kasutades GraphPad Prism 6 programmi.
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Lisaks eelnevale hinnati peptiidi sisenemist 2D rakukultuuris keratinotsiiiitidesse
kasutades konfokaalmikroskoopiat. Selle jaoks kiilvati eelnevalt zelatiniseeritud Nunc™-
Tek™ 8-kambrilistele alusklaasidele igasse kambrisse 50 tuhat keratinotsiiiiti ja kasvatati rakke
2D Keratinotsiilitide s66tmes eelnevalt viljatoodud tingimustel 72 tundi. Seejdrel vahetati
kaevudes sodde ja lisati peptiidid, nii et igas kaevus oli 16puks 250 pul 2 uM peptiidilahust 2D
keratinotstiiitide s60tmes. Peale rakkude inkubeerimist vastavalt 1, 4, 6 ja 24 tundi eemaldati
peptiidilahused ja lisati igasse kaevu 240 pl virsket 2D keratinotsiilitide s66det. Vahetult enne
tulemuste visualiseerimist lisati rakkudele 10 ul 20-kordset Hoechst 3342-e (edaspidi Hoechst)
lahjendust vees, Hoechst’i I6ppkontsentratsiooniks kambris oli 20 pg/ml. Peptiidi sisenemise
hindamiseks kasutati konfokaalmikroskoopi Zeiss LSM710 (filtrid 492-584, 425-493).
Hoechst’i signaali jdlgimiseks kasutati 405 nm laserit ning peptiidi kiiljes oleva FAM signaali
jalgimiseks kasutati 488 nm laserit. Hoechst’i ergastuskiirguse lainepikkus on 350 nm ja
emissioonikiirguse lainepikkus on 461 nm. FAM-i ergastuskiirguse lainepikkus on 494 nm ja
emissioonikiirguse lainepikkus on 518 nm.

Peptiidi rakkudesse sisenemise hindamiseks inimese 3D rekonstrueeritud epidermise
kultuuris kasvatati valmis 3D kultuur nagu kirjeldatud punktis 2.2.4. Peale 3D kultuuri
valmiskasvatamist lisati membraanidel olevatele rekonstrueeritud epidermistele kas 100 pl 2
uM peptiidi lahust 5% gliikoosi vesilahuses, 5% gliikoosi vesilahust voi jaeti kultuur kontrolliks
tootlemata. 24 tunni moddudes eemaldati membraanidele jddnud lahused ning rakukultuuri
analiilisiti edasi kiilmldikude abil. Selleks sisestati membraani peal olev rekonstrueeritud
epidermise  protokolli  jirgides kasvanud rakukultuur Shandon™  Cryomatrix™
sisestamismaatriksisse. Sisestatud kultuurist tehti kriiotoomiga 10 pum paksused 16igud
(kiilmldigud tehti Anu Kdiveere poolt, t60 autor valmistas koed ette 16ikamiseks ja teostas
iseseisvalt 1dikamisjdrgsed protsetuurid). Antud kiilmldigud fikseeriti 4% paraformaldehiitidi
lahusega PBS-is, pesti PBS-iga ja seejirel sulundati VECTASHIELD® HardSet Mounting
Medium’iga, kuhu oli lisatud 4’,6-diamidino-2-feniiiilindooli (DAPI). Fikseeritud kude
vaadeldi konfokaalmikroskoobiga Zeiss LSM710 (filtrid 492-584, 596-672 ja 425-493). DAPI
signaali jélgimiseks kasutati 405 nm laserit ja FAM signaali jélgimiseks 488 nm laserit. DAPI

ergastuskiirguse lainepikkus on 358 nm ja emissioonikiirguse lainepikkus on 461 nm.

2.2.6 Rakkude elumuse hindamine

Peptiidide vdimaliku toksilisuse iseloomustamiseks kasutati The CellTiter 96®
AQueous One Solution Cell Proliferation Assay MTS meetodit. Tegu on kolorimeetrilise
meetodiga, mis pohineb rakkude elutegevuse toimel tetrasooliumi soola redutseerimisel

formasaaniks. Mootes spektrofotomeetriliselt analiiiisi kdigus tekkinud formasaani neelduvust,
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on voimalik hinnata rakkude metaboolse aktiivsuse kaudu kaudselt testitava aine mdju rakkude
elumusele.

Peptiidide toksilisuse hindamiseks jaoks kiilvati eelnevalt Zelatiniseeritud 96 kaevulisse
plaati 10 tuhat keratinotsiiiiti kaevu kohta ja lasti neil kasvada 2D keratinotsiiiitide s66tmes 48
tundi. Enne peptiidi lisamist rakkudele vahetati vana s66de varske 2D keratinotsiilitide so6tme
vastu. Soddet lisati nii palju, et peale peptiidi lisamist oleks s66tme ruumala 100 pl. Toksilisust
hinnati peptiidi kontsentratsioonidel 0,5-10 uM. Rakke inkubeeriti peptiidiseguga 24 tundi,
positiivse kontrolli jaoks toddeldi rakke 0,01% Triton X-100 lahusega s66tmes. Peale rakkude
inkubatsiooni peptiidi voi kontrolliga, eemaldati lahused ja lisati igasse kaevu 80 ul vérsket 2D
keratinotstiiitide s6ddet, 20 ul MTS reagenti ning inkubeeriti 2 tundi.

Rakkude elumuse hindamiseks moddeti MTS reagendiga inkubatsioonil tekkinud
kromogeeni absorbtsiooni lainepikkusel 490 nm Tecan Sunrise mikroplaadi lugejaga. Sooritati
4 mootmist bioloogilistest replikaatidest. Rakkude elumus normaliseeriti tausta (s66de ja MTS
reagent) suhtes, mittetoodeldud rakkude elumus defineeriti 100% ja positiivne kontroll 0% ning
tulemused esitati protsentuaalselt graafikul kasutades GraphPad Prism 6 programmi.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 Peptiidide siintees

Antud bakalaureuset6o kidigus stinteesiti 2 peptiidi tuginedes eelnevalt publitseeritud
jarjestustele: SPACE ja SPEH (tabel 1). Nende puhul on varasemalt ndidatud, et antud peptiidid
on transdermaalse transpordi voimendajad (vaata punkti 1.4.1).

Stinteesi kdigus lisati peptiididele N-terminaalsesse otsa fluorestseeruv FAM margis.
FAM lisati peptiidele, et oleks vdimalik kvantifitseerida ja visualiseerida peptiidi sisenemist
rakku. Fluorofoori lisamisel peptiidile on vajalik arvestada, et see voib muuta peptiidi omadusi
vorreldes mirketa peptiidiga. Néiteks on varasemalt nédidatud, et mirke lisamine vdib viia
peptiidi transfektsiooniefektiivsuse muutumiseni ning ka voimaliku toksilise efekti
suurenemiseni peptiidiga toddeldud rakkudele (Birch jt., 2017). Sellest hoolimata on
fluorofooride kasutamine bioloogiliste molekulide elussiisteemides jdlgimiseks ja
kvantifitseerimiseks viga levinud meetod. Uheks vdimaluseks eelnimetatud fluoromirke
voimalike mojude hindamiseks on teostada lisakontrolle ilma mérketa peptiidiga.

Kasitsi siinteesi puhul saadi 113 mg SPEH peptiidi, millest puhastati poordfaas-
vedelikkromatograafiat kasutades 2 mg ja iilejadnud puhastamata peptiid sdilitati pulbrina
-20°C juures. Automatiseeritud siinteesi puhul saadi 326 mg SPACE peptiidi, millest puhastati
poordfaas-vedelikkromatograafiat kasutades 3 mg ja iilejddnud puhastamata peptiid siilitati

pulbrina -20°C juures.

2.3.2 Peptiidi sisenemise hindamine 2D rakukultuuris

Fluoromérgisega peptiidi sisenemist 2D keratinotsiititide rakukultuuris hinnati vdikeses
kontsentratsioonis eri ajapunktidel. Viikese kontsentratsiooni kasutamine on oluline Kkliinilises
kontekstis valtimaks voimalikku toksilisust voi drritust. Peptiidi sisenemise hindamiseks
kasutati nii kvantitatiivset ldhenemist, mootes rakuliisaadi fluorestsentsintensiivust, Kui
kvalitatiivset hindamist konfokaalmikroskoopiat kasutades. Erinevad ajapunktid valiti
uurimaks peptiidi sisenemist ja akumulatsiooni rakkudesse ajas. Lisaks sellele sooviti leida
ajapunkt, mil peptiidi sisenemine oleks maksimaalne.

Peptiidilahusega inkubeeritud rakkude fluorestentsintensiivsus on kujutatud joonisel 6.
Koige efektiivsem peptiidi rakkudesse sisenemisel oli R8. 1 tund peptiidiga inkubeeritud
rakkude fluorestsentsintensiivsus oli 187 korda suurem vorreldes tootlemata rakkudega. Lisaks
sellele saavutas R8 maksimaalse rakku sisenemise 1 tunni véltel. Joonisel 6 on niha, et SPACE
ja SPEH rakku sisenemine efektiivsus on vordvéddrsed, SPACE saavutab maksimaalse

sisenemise 4 tunni jooksul ja SPEH 6 tunni jooksul. Vorreldes tootlemata rakkudega oli
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peptiidiga to6deldud rakkude fluorestsentsintensiivsus SPEH puhul 4 tunni parast 31 korda ja
SPACE puhul 6 tunni jérel 36 korda suurem.

24 tunnise inkubatsiooni jirel on kdikide peptiidide sisaldus rakkudes vidiksem
vorreldes lilhema inkubatsiooniajaga saavutatud peptiidi sisenemise maksimumist. Koige
margatavam on see efekt R8 puhul, kus fluorestsentsintensiivsus 24 tunnise inkubatsiooni
korral peaaegu kolm korda madalam vorreldes 1 tunnise inkubatsiooniga. SPEH ja SPACE
puhul on 24 tunnise inkubatsiooniajaga fluorestsentsintensiivsus vorreldav 1 tunnise

inkubatsiooniga.

250-
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> X 150-
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Joonis 6. Peptiidi sisenemine passaaz 4 keratinotsiilitides. Rakke inkubeeriti 2 uM FAM
margistatud peptiidi lahusega erinevatel ajapunktidel ja seejirel moddeti rakuliisaatide
relatiivset fluorestsentsintensiivsust (RFU). Tulemused on esitatud suhtena mittetoodeldud
rakkude suhtes. Variatiivsus on esitatud kolme bioloogilise replikaadi keskmise kaudu ning

veariba kujutab standardviga.

Lisaks rakuliisaadi fluorestsentsintensiivsuse mootmisele iseloomustati peptiidi
sisenemist keratinotstiiitidesse, kasutades konfokaalmikroskoopiat, mille tulemused on niha
joonisel 7. SPACE ja SPEH puhul on rakus oleva peptiidi fluorestsentsi intensiivsus madalam
kui R8 puhul. Pikematel ajapunktidel pole peptiidi voimalik SPACE ja SPEH proovides
visualiseerida. See voib tuleneda sellest, et konfokaalmikroskoopia ei ole nii tundlik kui on
fluorimeeter kuid ka fluorestsentsmargise lagunemisest. Fotolt on selgelt voimalik eristada, et
R8 keratinotsiiiitidesse sisenemise efektiivsus on suurem kui teiste t66s kasutatud peptiidide
puhul, mis ldheb kokku ka joonisel 7 kujutatud tulemustega. 1-tunnise inkubatsiooni puhul
lokaliseerub R8 rakutuumades, kuid pikema inkubatsiooni ajal on ndha peptiidi tsiitoplasmas.
SPACE ja SPEH lokaliseerumise kohta rakkudes jareldusi teha ei saa.
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Madalam fluoresentsintensiivsus pikemal ajapunktil voi selle puudumine vaib tuleneda
peptiidi  kogunemisest endosoomidesse, kus pikema aja viditel pH languse tottu

fluoresentssignaal viheneb fluorofoori lagunemise tottu (Arukuusk jt., 2013).

uT SPACE SPEH

Hoechst FAM-peptiid

Joonis 7. Peptiidi sisenemine passaaz 4 keratinotsiiiitides. Rakke inkubeeriti 2 uM FAM
margistatud peptiidi lahusega erinevatel ajapunktidel. Kasutati FAM maérgisega peptiide ja raku

tuumad viarviti Hoechst’iga. MddGtjoon vastab 100 pum.

2.3.3 Rekonstrueeritud epidermise moodustumine
Rekonstrueeritud epidermise saamiseks kasvatati passaaz 4 inimese primaarsetest
keratinotsiiiitidest punktis 2.2.4 vélja toodud meetodi pohjal kultuur. Keratinotsiiiite kasvatati

koigepealt taielikult sootmesse sukeldatult ja seejérel poolkuivas kultuuris. See imiteerib in vivo
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naha pealmiste keratinotsiilitide kihtide kokkupuutumist Shuga ja voimaldab 3D kultuuris
sarvkihi laadse moodustise tekkimist. On ndidatud, et 6huga kokkupuude on vajalik inimese
keratinotstiiitide terminaalseks diferentseerumiseks rekonstrueeritud epidermise kultuuris
(Rosdy ja Clauss, 1990). Katseplaan négi ette, et peale kultuuri valmimist toddeldi kasvatatud
3D kultuure FAM mairgisega peptiidiga, et hinnata selle sisenemist. Peale to6tlust peptiidiga
tehti kultuurist kiilmldigud, mis fikseeriti ja analiiiisiti.

Fikseeritud kiilmldikude mikroskoopilisel vaatlemisel ei olnud vdimalik ndha
mitmekihilist rakukultuuri, kus keratinotsiitidid oleksid iiksteisega kontaktis olnud ja
moodustanud tervikliku kihi. Meie oletuste kohaselt oli probleemiks 3D kultuuri kasvatamise
jaoks kasutatud membraani mehaanilis-fiitisikalised omadused, kuna rekonstrueeritud
epidermise kasvatamise ajal oli kultuuris visuaalselt ndha membraani peal kasvavat rakukihti.
Loikamise kédigus aga materjal purunes ning mikroskoopia jaoks kogutud materjalist soovitud
mitmekihilist kultuuri visualiseerida ei onnestunud. Mitmekihilise rakukultuuri Idhkumine vdis
tuleneda membraani mittesobimisest kiilmldikude meetodiga, kuigi membraanide tootja
instruktsioonide kohaselt peaksid membraanid olema kiilmldikude jaoks sobivad.
Kiilmldikamise kdigus aga ilmnes, et membraani ja rakumassi osad rebenesid, hoolimata
erinevatest proovitud kriiotoomi temperatuuritingimustest. Maatriks voib kiilmunult olla liialt
rabe vo1 vastupidi, mitte pakkuda rakkudele kiilmunult piisavalt tuge, mistottu l16ikamisel 1dheb
kasvatatud mitmekihiline rakukultuuri struktuur katki. Vilistada voib fikseerimistehnika, kuna
mitmed proovitud variandid (to6tlemata rakukultuure fikseeriti -20°C  metanooliga,
atsetooniga, kuumutamisega ja fosfaatpuhverdatud 4% formaldehiiiidi lahusega) andsid sama
tulemuse. Lisaks eelnevale ei saanud mitmekihilise rakukultuuri saamise pohjuseks olla to6tlus
peptiidiga, kuna t66 kéigus ei saavutatud mitmekihilisust ka tootlemata 3D kultuuride puhul.
Seega vajab antud t66s kasutatud protokoll 3D rekonstrueeritud epidermise kasvatamiseks veel

edasist arendamist ja tdiustamist.

2.3.4 Peptiidi sisenemise visualiseerimine 3D epidermise ekvivalendis

Nagu on néha joonisel 8, ei olnud vdimalik kasutada 3D rekonstrueeritud epidermise
mudelit hindamaks peptiidi sisenemist epidermise mudelis. Mitmekihiline struktuur ei séilinud
ja peale fikseerimist jdid alusklaasile enamasti vaid otse rekonstrueeritud epidermise
kasvatamiseks kasutatud membraaniga kontaktis olevad rakud. Seevastu on néha
keratinotsiilitide tuumad, mille pdhjal voib jdreldada, et membraani peal olid kasvavad
keratinotsiiiidid ikkagi elus. Antud tulemused viitavad sellele, et enne kiilmldikude tegemist
vois kasvatatud kultuur olla mitmekihiline, mis aga purunes punktis 2.3.3 toodud voimalikele

pohjustele.
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Joonis 8. Konfokaalmikroskoobiga tehtud fotod 3D rekonstrueeritud epidermise mudelist peale
24-tunnist tootlust 2 uM peptiidilahusega 5% gliikoosi vesilahuses. Kontrolliks oli todtlemata
(UT, untreated) rekonstrueeritud epidermis ja 5% gliikoosi vesilahusega. Rakutuumad on

véarvitud DAPI-ga, peptiidid on FAM maérgisega. Modtjoon kujutab 100 pm.

2.3.5 Rakkude elumuse méiramine

Tulevaste transdermaalsete ja dermaalsete transpordi voimendajate leidmiseks on viga
oluline nende vihene toksilisus rakkudele in vitro. Kui uuritavat peptiidi iseloomustab juba suur
toksilisus rakukultuuris, ei ole seda voimalik kasutada in vivo katsetes.

Peptiidide toksilisuse hindamiseks passaz 4 keratinotstiiitides kasutati MTS analiiiisi,
mis pohineb rakkude metaboolse aktiivsuse hindamisel. Toksilisust hinnati peptiidi
kontsentratsioonidel 0,5-10 uM. Rakke inkubeeriti peptiidilahjendustega 24 tundi ja MTS
analiiiis teostati kohe peale peptiiditdotlust. Keratinotsiiiitide elumus on kujutatud joonisel 9.
Ukski kasutatud nahka sisenevates peptiidest ei mdjutanud keratinotsiiiitide elumust oluliselt,
isegi kdige kdrgematel peptiidi kontsentratsioonidel. Saadud tulemused on kooskdlas antud
peptiidide kohta varasemalt leitud tulemustega, mis on ndidanud, et tegemist on véhetoksiliste

peptiididega.
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Joonis 9. Passaz 4 Kkeratinotsiilitide elumus peale 24 tunnist inkubatsiooni erinevate
peptiididega 2D keratinotsiiiitide s66tmes, positiivse kontrollina t66deldi rakke 0,01% Triton
X-100 lahusega. Elumuse madramiseks on kasutatud MTS analiiiisi, teostati 4 mootmist
bioloogilistest replikaatidest. Saadud tulemused on normaliseeritud to6tlemata rakkude (100%)

ja positiivse kontrolli (0%) suhtes, veariba kujutab standardviga.

SPACE peptiidi puhul on néidatud, et see ei oma olulist toksilisust inimese
keratinotsiititidele ka kontsentratsioonil kuni 8,3 mM (Chen jt., 2014). Lisaks sellele on SPEH
puhul varasemalt ndidatud, et see ei ole rakkudele oluliselt toksiline kontsentratsioonidel kuni
1,5 mM (Gennari jt., 2016). Seehulgas ei ole ka poliiarginiini puhul iseloomustatud toksilisust
hiirtele peptiidi kutaansel manustamisel (Rothbard jt., 2000).

Lisaks eelevale on SPACE puhul ndidatud, et epidermisesse siseneb ainult viike
fraktsioon (Chen jt, 2015). Vaib eeldada, et ka teiste peptiidide puhul ei ole kogu peptiid
voimeline korraga epidermisesse sisenema. Seetdttu voOib oletada, et rekonstrueeritud
epidermise kultuuris peaks t60s kasutatud peptiidide toksilisus olema veel viiksem kui MTS
hinnangu puhul, mis kinnitab eelnevat viidet, et 3D rekonstrueeritud epidermise mudeli mitte
tootamise pohjuseks ei saanud olla peptiidide toksilisus.

Too kéigus siinteesitud peptiidid SPACE ja SPEH olid koos R8-ga vdimelised
rakkudesse sisenema 2D keratinotsiiiitide rakukultuuris. Lisaks sellele ei omanud need 2D
rakukultuuris keratinotsiititide elumusele olulist efekti ja tegemist on antud t66s kasutatud
kontsentratsioonil rakkudele mittetoksiliste peptiididega. Antud peptiidide vOime siseneda
keratinotsiiiitidesse ja nende vdhene efekt rakkude elumusele on varasemalt toestatud ja antud

bakalaureusetdo tulemused kinnitavad neid andmeid.
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Siiski ei pruugi in vitro toksilisuse hinnangud olla piisavad andmaks infot tegeliku
toksilisuse kohta in vivo (Kurrikoff jt., 2016). Sellepérast on vaja lisaks lihtsalt 2D rakukultuuris
toksilisuse hindamiseks jélgida ka peptiidide efekti 3D kultuuris. Peptiidide mdju hindamine
rekonstrueeritud epidermise mudelis oleks voimalik lisasamm vilistamaks edaspidistes katsetes
peptiide, mis vdivad omada in vivo toksilisust nahakultuuris.

To6s kasutatud peptiidide epidermise labimise efektiivsust ei olnud voimalik hinnata
3D rekonstrueeritud epidermise rakukultuuris ja seega vajab antud mudeli kasvatamiseks
viljatddtatud protokoll veel optimeerimist. Uheks voimaluseks oleks teise tootja membraanide
proovimine, kuna antud t60s kasutatud membraanid ei pruugi olla sobivad kiilmldikude
tegemiseks. Lisaks sellele voib proovida epidermise ekvivalenti kasvatada vidiksema
passaazinumbriga keratinotsiiiitidest, kuna primaarrakkude omadused vodivad muutuda
mirgatavalt juba paseerimise alguses (Januszyk jt., 2015). Mida madalam on passaazinumber,
seda sarnasemad on rakud in vivo koes leiduvatele rakkudele, ja seda suurem on vdimalus, et
need on sdilitanud vajalikud fiisioloogilised ja fenotiitibilised omadused. Rakkude paremaks
kinnitumiseks membraanile voib kasutada selle katmiseks ka erinevaid valke voi inaktiveeritud
MEF-e, mille peale hiljem keratinotsiitidid kiilvata.

Koik t60s kasutatud peptiidid olid voimelised keratinotsiiiitidesse sisenema ning
jargnevalt oleks vaja iseloomustada nende efektiivsus rakku lastmolekulide transportimisel.
Oluline oleks antud peptiide hinnata ka 3D rekonstrueeritud epidermise kultuuris, kuna see
voimaldaks saada rohkem infot nende rakku sisenemise ja lastmolekulide transpordi
efektiivsuse kohta ilma tdiendavaid loomkatseid vajamata. 2D ja 3D kultuuri thendamine oleks

heaks sdelmeetodiks voimalike nahka sisenevate peptiidide tuvastamiseks enne in vivo katseid.
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Kokkuvote
Efektiivsete nahakaudse transpordi voimendajate leidmine oleks oluline suurendamaks
kutaanse ravimi manustamisviisi kasutamisepotentsiaali. Selle jaoks on voimalik kasutada

nahka sisenevaid peptiide, mis ei pohjusta nahale arritust ning mis ei ole toksilised.

Antud t606 eesmargiks oli siinteesida kaks peptiidi, SPACE ja SPEH, mille jirjestused
parinesid varasemalt publitseeritud artiklitest ning mille puhul on néitatud, et tegemist on nahka
sisenevate peptiididega. Lisaks sellele hinnati katseliselt eelmainitud peptiidide ja R8
sisenemist 2D inimese primaarsete keratinotsiiiitide rakukultuuris ja vorreldi antud peptiidide
efekti rakkude elumusele kasutades kontrollina to6tlemata rakke. Lisaks eelmainitule sooviti
iseloomustada antud peptiidide sisenemist inimese 3D rekonstrueeritud mudeliks. Selle jaoks

alustati vastava 3D rakukultuuri kasvatamiseks protokolli véljatdotamisega.

Koik t60s kasutatud peptiidid olid voimelised sisenema 2D rakukultuuris
keratinotsiiiitidesse. Kdige efektiivsemalt tegi seda R8 ning SPACE ja SPEH olid rakku
voimelised sisenema viiksema efektiivsusega kui R8, kuid nende sisenemise efektiivsus oli
omavahel vorreldav. Too kdigus leiti, et antud peptiidid ei omanud olulist toksilist efekti
keratinotstiiitidele 2D rakukultuuris, mis on vastavuses juba varasemalt publitseeritud

tulemustega.

Peptiidide epidermise ldbimise efektiivsust ei olnud voOimalik hinnata 3D
rekonstrueeritud epidermise kultuuris, kuna mitmekihilist kultuuri ei olnud vd&imalik
mikroskopeerimisel detekteerida. Seetottu on vajalik rekonstrueeritud epidermise
kasvatamiseks kasutatud protokolli veel optimeerida. Peptiidide testimine mitmekihilises
kultuuris annaks tdiendavat infot nende epidermisesse sisenemise edukuse ja vdimaliku

toksilisuse kohta.
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Skin penetrating peptides in 2D and 3D cell culture

Anett Puskar

Summary

In order to improve cutaneous drug delivery it is important to find efficient and safe
dermal transport enhancers. One such possibility is the usage of skin penetrating peptides,
which are capable of enhancing drug delivery into the skin without causing irritation nor

toxicity.

One of the aims of this bachelor’s work was to synthesise two already published and
recognised skin penetrating peptides, SPACE and SPEH. In addition, the cell penetrating
efficacy and cytotoxicity of aforementioned peptides and R8 was assessed in 2D human primary
keratinocyte culture. Furthermore, one of the aims was to assess the penetration effectiveness
of the peptides used in this work in a 3D reconstructed epidermis model. In order to do that,

developing a protocol to grow 3D reconstructed epidermis was begun.

All of the peptides used in this bachelor’s thesis were able to penetrate into kerationcytes
in 2D cell culture. The most effective of all peptides was R8 and while SPACE and SPEH were
not as effective but their cell penetration efficacy was comparable. In addition, it was shown
that all of the peptides lacked any major toxic effect on the cells in 2D cell culture, which is in

accordance with previously published results about the used peptides.

It was not possible to assess the penetration efficacy of the peptides in the 3D
reconstructed epidermis model as we were not successful in obtaining a multilayer culture for
visualisation. Thus, it is necessary to optimise the protocol used as it is important to test the
peptides in a 3D reconstructed epidermis model to obtain more information about their

epidermis penetration efficacy and prossible toxicity.
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