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Rakku sisenevatel peptiididel pohineva mikroRNA transfektsioonimeetodi arendamine

Rakku sisenevad peptiidid on membraane labivad iihendid, millel on tdestatud vdime viia
erinevatesse rakuliinidesse terapeutilisi molekule. MikroRNA-d on lithikesed mittekodeerivad
endogeensed RNA-d, mis paarduvad mRNA-dega ning reguleerivad nende stabiilsust ja
translatsiooni valkudeks voi suunavad need lagundamisele. Kdesoleva t66 kdigus katsetati laialt
levinud kaheahelaliste mikroRNA miimide keratinotsiiitidesse viimise korval ka itheahelaliste
miimide rakkudesse viimist ning hinnati nende toimimist rakkudes. Kaheahelalisi miime viidi
rakkudesse mitmete erinevate peptiididega, millest vaid iihte oli varasemalt kasutatud
mikroRNA-de transpordiks.

Mirksonad: rakku sisenevad peptiidid, mikroRNA, miR-146a, mikroRNA miimid
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Developing of the microRNA transfection method based on cell penetrating peptides

Cell penetrating peptides are molecules that have the ability to transport therapeutic molecules
into different cell types. MicroRNAs are short non-coding endogenous RNAs that bind with
complementary mRNAs and regulate their stability and translation into proteins. In this given
bachelor’s thesis, cell penetrating peptides were used to deliverboth single stranded and double
stranded microRNA mimics into keratinocytes and evaluated their functionality. Double
stranded mimics were transported into cells with different cell penetrating peptides, only one
of which had been previously used to transport microRNAs.
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Kasutatud lihendid

AGO- Argonaut (Argonaute)

CARD10- caspase recruitment domain-containing protein 10
CCL5- C-C motif chemokine

Ct- lavitsiikkel (threshold cycle)

CXCL5- C-X-C motif chemokine 5

DCGR8- DiGeorge siindroomi kriitiline regioon geen 8 (DiGeorge syndrome critical region
gene 8)

DOTMA- N-[1-(2,3-dioleiiloksii)propiiiil]-N,N, N-trime-tiiilammonium kloriid (N-[1-(2,3-
dioleyloxy)propyl]-N,N, N-trime-thylammonium chloride)

EDTA- ctiileendiamiintetraatsetaat (ethylenediaminetetraacetic acid)
EF1A- elongatsioonifaktor 1-alfa (elongation factor 1-alpha)

EGFR- (epidermal growth factor receptor)

FERMT1- (fermitin family homolog 1)

IL-8- interleukiin-8 (interleukin)

IRAK1- interleukin-1 receptor-associated kinase 1

LNA- locked nucleic acid

miR, MiIRNA- mikroRNA (microRNA)

miRISC- mikro-RNA indutseeritud vaigistav kompleks (micro-RNA induced silencing
complex)

MRNA- informatsiooni-RNA (messenger-RNA)
ncRNA- mittekodeeriv RNA (non-coding RNA)
NF- NickFect

NF-xB- tuumafaktor kB (Nuclear factor kappa B)

NHEK- normaalsed inimese epidermaalsed keratinotsiitidid (normal human epidermal
keratinocytes)

PBS- fiisioloogiline lahus fosfaatpuhvris (phosphate-buffered saline)
pDNA- plasmiidne DNA (plasmid DNA)

PF- PepFect

pre-miRNA- prekursor miRNA (precursor miRNA)

pri-miRNA- primaarne miRNA (primary miRNA)

RSP- rakku sisenev peptiid (cell penetrating peptide)



RT-gPCR- poordtranskriptsiooni  kvantitatiivne poliimeraasi  ahelreaktsioon  (reverse
transcription quantitive polymerase chain reaction)

SEM - standardviga (standard error of the mean)

SFM- seerumivaba s66de (serum-free medium)

SiRNA- viike interfereeriv RNA (small interfering RNA)
STAT1- signal transducer and activator of transcription 1
TP10- Transportaan 10 (Transportan 10)

TRAF6- TNF receptor-associated factor 6

UNA- unlocked nucleic acid

UTR- transleerimata piirkond (untranslated region)

XPO5- Eksportiin 5 (Exportin 5)



Sissejuhatus

Erinevate iihendite, kaasaarvatud nukleiinhapete viimiseks rakkudesse on kasutatud mitmeid
viise. Uks paljulubavamaid tehnoloogiaid pdhineb rakku sisenevatel peptiididel. Rakku
sisenevad peptiidid on kuni 30 aminohappe pikkused peptiidid, mis suudavad edukalt kanda
rakkudesse erinevaid molekule (Milletti, 2012; Crombez, 2009). Neid kasutatakse
oligonukleotiidide, peptiidide, valkude ning vidiksemate ravimite transpordiks rakkudesse
(Stewart, 2008; Langel ja Jarver, 2004). Rakku sisenevate peptiidide olulisus seisneb suuresti
ka nende ohutuses- nad on madala tsiitotoksilisusega ning ei 16hu rakke (Langel ja Jarver,
2004).

MikroRNA-d on liihikesed, 21-23 nukleotiidi pikkused mittekodeerivad RNA-d (Lau jt, 2001).
MikroRNA-d seonduvad mRNA-dega ja reguleerivad nende stabiilsust ja translatsiooni
valkudeks (He ja Hannon, 2004; Li jt, 2017). MikroRNA-146a (miR-146a) on iiks peamistest
immuunsiisteemi mojutavatest miRNA-dest. miR-146a on pdletikuvastase toimega miRNA,
mille pohiliseks iilesandeks on alla suruda immuunsiisteemi aktiveerimist, inhibeerides oma
maérklaudgeenide ekspressiooni (Meisgen jt, 2014). Samuti on ndidatud, et see miRNA pérsib
rakkude proliferatsiooni ning surub alla pdletikuliste tsiitokiinide tootmist (Rebane jt, 2014;
Larjava jt, 2008).

Kédesoleva bakalaurcuset6d eesmargiks oli kindlaks teha, kas koostGopartnerite poolt
stinteesitud modifitseeritud {ihe- ja kaheahelalised miRNA miimid on funktsionaalsed ja seega
sobivad edaspidises teadustdos ja arendustegevuses. Toos kasutatud miR-146a miimid
slinteesiti Louna-Taani iilikooli laboris, mida juhib professor Jesper Wengel. Kdigepealt uuriti,
kas iiheahelalised mikroRNA miimid on vdimelised asendama hetkel peamiselt kasutusel
olevaid kaheahelalisi miime. Kontrolliti nii nende sisenemist rakku kui ka funktsionaalsust
inimese primaarsetes keratinotsiiiitides. Lisaks iihehelalistele miimidele kasutati ka
kaheahelalisi modifitseeritud miime. Eesmirgiks oli testida, kas disainitud kaheahelalised
miimid on sama efektiivsed kui kommertsiaalsed kaheahelalised miimid. Bakalaureuset6

raames katsetati ka erinevaid peptiide miRNA miimide transpordiks keratinotsiiiitidesse.

Bakalaureusetod valmis Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
geenitehnoloogia Oppekava raames. Eksperimentaalosa sooritati Tartu Ulikooli bio- ja

siirdemeditsiini instituudis, RNA bioloogia t6oriihmas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Nukleiinhapete transfektsioon
1.1.1 DNA ja mRNA transfektsioon

Geneetilise materjali viimine sihtmirkrakkudesse on saanud asendamatuks abivahendiks
geenide funktsiooni ja regulatsiooni uurimiseks. Kasvanud on ka vajadus vektorite jargi, mis
suudaksid nukleiinhappeid transportida geeniteraapia arendamise eesmargil imetajate
rakkudesse (Langel ja Mée, 2006), kuna modifitseerimata nukleiinhappe molekulid ei suuda
iseseisvalt efektiivselt rakkudesse siseneda oma suuruse ja hiidrofiilsuse tottu (Guterstam jt,
2009). Lisaks on nukleiinhapete joudmine rakutuuma takistatud nii plasma- kui ka

tuumamembraani ja lagundavate nukleaaside poolt (Al Dosari ja Gao, 2009).

Pikka aega arvati, et informatsiooni kandev RNA ehk mRNA (messenger-RNA) on liiga
ebastabiilne, et voimaldada tema kasutamist terapeutilise molekulina ning seetdttu eelistati
geeniteraapias RNA-le plasmiidset DNA-d (pDNA-d) (Tavernier jt, 2010). Enne 1990. aastat
avaldati mRNA viimisest rakkudesse vaid kaks t606d, kuid viimastel aastakiimnetel tehtud
avastused on ndidanud, et mMRNA transfektsioon on osutunud ootamatust kasulikumaks
(Malone jt, 1989; Koch, 1973). Esiteks ei sisene RNA genoomi, hoides seega é&ra
insertsioonilised mutatsioonid. Samuti ei ole RNA transfektsiooni puhul takistavaks faktoriks
tuumamembraan, mis pDNA rakku viimise puhul osutub raskesti ldbistatavaks barjddriks

(Tavarnier et al, 2010).

1.1.2 Viiruslikud ning mitteviiruslikud transpordiviisid

Voimalikult efektiivse nukleiinhapete rakku viimise meetodi saavutamiseks on vélja arendatud
mitmeid viiruslikke ja mitteviiruslikke transpordiviise. Viirusvektoritel pdhineva meetodi abil
on saavutatud tidpsem ning efektiivsem sisenemine rakkudesse ja pikaajalisem
geeniekspressioon kui mitteviiruslike meetoditega (Villemejane ja Mir, 2009). Katsetatud on
niiteks retro-, adeno-, lenti-, rduge- ning herpes-viirusi (Vannucci jt, 2013). Viiruslikud
vektorid on osutunud mitmeti problemaatiliseks. Kliinilistel katsetel on esinenud mitmeid
murettekitavaid korvaltoimeid, nditeks voimalus dgeda podletikulise immuunvastuse tekkeks

ning mutagenees, mida pohjustab aluspaaride lisandumine genoomsele DNA-le. Samuti on



piiratud transgeeni suurus, mida viirusvektorid suudavad uude organismi kanda (Wang jt, 2013;
Kaestner jt, 2015; Gao, 2007).

Mitteviiruslikke meetodeid on palju kasutatud just RNA transfektsioonil ning sellised
geneetilise materjali transpordiviisid voib omakorda jaotada kaheks: meetodid, mis mdjutavad
rakubarjdari fiitisiliselt ning meetodid, mis kasutavad katioonseid kandjaid (lipo- ja
poliipleksid). Fiiiisikalised meetodid ei kasuta kandjaid, vaid iithendid viiakse rakku ndelatorke
(Wolff jt, 1990), elektroporatsiooni (Heller jt, 2005), geenipiistoli (Yang ja Sun, 1995) voi
ultraheli (Lawrie jt, 2000) abil. Lihtsaim moodus on DNA siistimine otse koe sisse, millega
kaasneb aga madal ja valimatu geeniekspressioon. Puudusi {iritatakse jirjest korvaldada:
nditeks avastati 2006. aastal, et koesisese siistimise kiiruse tostmine tdhendab geenitlilekande
efektiivsuse tousu (André jt, 2006). Samuti on nii in vivo kui ka in vitro katsetel viga populaarne
meetod elektroporatsioon, peamiselt oma lihtsuse ja tdhususe tottu. Meetodi pohimote seisneb
elektrivdlja poolt membraanile moodustatud véikestel pooridel, 1dbi mille saavad laetud
osakesed rakku siseneda (Funahashi jt, 1999). Pooride sulgumiseks peab kasutatud elektrivélja
tugevus ning kestvus olema tépselt dige. Kui poorid ei sulgu korrektselt, voivad rakud saada
vigastada ja surra (Isaka ja Imai, 2007). RNA elektroporatsioon on mitmel pShjusel eelistatum
kui pDNA elektroporatsioon. Esiteks on see vdhem toksiline, kuna RNA peab ldbima vaid
rakumembraani, mitte raku- ja tuumamembraani, nagu pDNA. Samuti on RNA puhul
saavutatud suurem tulemuslikkus, 89% rakkudest on katse 10pus transfekteeritud, pPDNA puhul
on sama protsent vaid 40%. Lisaks mdjutab elektroporatsioon rakkude elulemust, nditeks suri
katse kdigus 51% pDNA-ga transefekteeritud rakke ning 15% RNA-ga transfekteeritud rakke
(Tendeloo jt, 2001). Tihti ei ole fiilisikaliste meetodite kasutamine aga praktiline, kuna need

nduavad rakumembraani 16hestamist (Langel ja Jarver, 2004).

1.1.3 Suinteetilised vektorid

Siinteetilisi vektoreid, mis sisaldavad kas katioonsete lipiidide ja nukleiinhappe kompleksi voi
katioonsete poliimeeride ja nukleiinhappe kompleksi, nimetatakse vastavalt lipopleksideks voi
poliipleksideks (Tros de Ilarduya jt, 2010). Katioonsete lipiidide ja DNA kompleksi tutvustas
esmalt grupp, kes kasutas N-[1-(2,3-dioleiiloksii)propiiiil]-N,N,N-trime-tiitilammonium
kloriidi enk DOTMA-t, et transfekteerida DNA-d rakkudesse (Felgner jt, 1987). Lipopleksi
morfoloogia méadravad dra DNA ja katioonsete lipiidide fiisiokeemilised omadused (Kreiss jt,
1999). Katioonsete lipoplekside struktuuri tdlgendamiseks on loodud kaks pohimottelt erinevat

mudelit. Esimeses, ,,vdlimises* mudelis on DNA katioonsete liposoomide pinnale neeldunud.
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Teises ehk ,sisemises mudelis katab DNA-d lipiidne kest (Eastman jt, 1997). Uksikut
plasmiidi timbritseb piisavalt katioonseid lipiide, et tdielikult neutraliseerida DNA negatiivsed
laengud. Need lipiidid moodustavad positiivselt laetud komplekse, mis seostuvad negatiivselt
laetud rakkude membraanile. See seostumine on alus efektiivsele transfektsioonile (Felgner jt,
1987).

Keemilise transfektsioonimeetodi puhul on kandjavektorid stinteetilised (Wolff jt, 1990) ning
vektorid vahendavad DNA transporti 1abi membraani, kasutades kaltsiumfosfaati, poliikatioone
voi dendrimeere (Kingston jt, 2001; Cho jt, 2003; Shcharbin jt, 2013). Transfektsioon
kaltsiumfosfaadi abil on iiks odavaimatest meetoditest. Selle abil saab transfekteerida kiirelt
suurt hulka rakke, kuid transfektsiooni efektiivsus jddb iipriski madalaks (Kaestner jt, 2015).
Viga efektiivseks peetakse veel katioonsetel lipiididel pdhinevat lipofektsiooni. Vorreldes
eeltoodud keemiliste transfektsioonimeetoditega, néidati lipofektsiooni puhul 5-100 korda
efektiivsemat transfektsiooni (Kaestner jt, 2015). Katioonsete liposoomide kasutamisel
seonduvad lipiidid DNA-ga ja viivad selle endotsiitoosi teel sihtméarkrakku. Kuigi antud meetod
on viga efektiivne, on sellel tdheldatud ka negatiivseid aspekte. Esiteks kasutatakse
transfektsioonil reagente nagu Lipofectamine, FuGene 6 ja Nanojuice, mille tipset keemilist
koostist teavad vaid tootjad (Kaestner jt, 2015) ning teiseks ei toimi DNA iilekanne
lipofektsiooni abil nendesse rakkudesse, mis on juba Ioplikult diferentseerunud, néiteks

taiskasvanud siidame miiotstiiitidesse (EI-Armouche jt, 2007, Kaestner jt, 2014).

1.2 Rakku sisenevad peptiidid

Paljulubav klass membraane ldbivad iihendeid on rakku sisenevad peptiidid (RSP-d).
Esimesena, 1988. aastal, avastati rekombinantse Tat valgu voime liikuda 14bi rakumembraani
ja otse tuuma (Frankel ja Pabo, 1988). Jargmisena leiti, et narvirakkudesse suudab litkuda
addikakérbse antennapedia homeodomeen, mis koosneb 60 aminohappest (Joliot jt, 1991).
Esimene RSP eraldati aastal 1994, selleks oli 16 aminohappest koosnev pAntennapedia ehk
pAntp, tinapédeval tuntud ka penetratiinina. Penetratiin parineb antennapedia homeodomeeni
jarjestusest (Derossi, 1994). Penetratiin ja Tat peptiid on ndited looduslikult esinevatest RSP-
dest (Langel ja Mée, 2006). Esineb veel kimiirseid RSP-sid nagu transportaan ning siinteetilisi

peptiide, nditeks poliiarginiinid (Langel ja Mie, 2006).

RSP-d on iipris lithikesed, mitte iille 30 aminohappe pikkused peptiidid, enamik neist on

katioonsed ja hiidrofiilsed. Suurem osa RSP-sid koosnevad samadest peamistest aminohapetest
9



(néiteks arginiin, liisiin, triiptofaan ja proliin (Milletti, 2012)) ning on fiisioloogilise pH véartuse
juures positiivselt laetud. Fiiiisikalis-keemilised omadused on RSP-del erinevad, mistottu
seostuvad erinevad RSP-d erinevat tiilipi rakupinna retseptoritele (Ziegler, 2008). Nende
voimet kanda erinevaid molekule edukalt rakkudesse on tdestatud nii koekultuuri (in vitro) kui
ka in vivo katsetes (Crombez jt, 2009). Efektiivsuselt on need vorreldavad viirusvektoritega,
kuid nad on ohutumad; ei 16hu rakku ning neil on madalam tsiitotoksilisus (Langel ja Jérver,

2004).

RSP-sid saab grupeerida mitmete omaduste alusel, niiteks péritolu vdi aminohappelise
jirjestuse pdhjal (Koren ja Torchilin, 2012). Uks levinumaid peptiidide jaotusviise on
fiitisikalis-keemiliste omaduste pdhjal jagatult kolmeks: katioonsed, amfipaatsed ja
hiidrofoobsed RSP-d. Katioonsetel peptiididel on korge positiivne kogulaeng ja vihe happelisi
aminohappejddke (Wang jt, 2014). Uurides nditeks arginiinil pdhinevaid peptiide, leiti, et
geneetilise materjali lilekandmiseks peab minimaalne jirjestus olema oktaarginiin. Argniinide
arvu suurendamisel suurenes ka iilekande efektiivsus (Tiinnemann jt, 2008). Ka mitmete teiste
aminohapete puhul arvatakse, et iilekandeks on vaja vdhemalt kaheksat positiivset laengut
(Futaki jt, 2001). Algselt arvati, et katioonsed RSP-d suudavad siseneda rakkudesse, kutsumata
esile rakulisi vastuseid. Praeguseks on aga teada mitmeid RSP-de rakku sisenemisega
kaasnevaid kdorvalndhtusid, nagu néiteks rakumembraani vastupidavuse ja raku elujoulisuse

viahenemine (Wang jt, 2014).

Amfipaatsed peptiidid sisaldavad nii polaarseid kui ka mittepolaarseid alasid. Arvatakse, et
amfipaatsus on tekkinud nende peptiidide primaarstruktuurist (Wang jt, 2014). Amfipaatseid
peptiide saab omakorda jagada kaheks: primaarseteks ja sekundaarseteks. Molemat tiilipi
amfipaatsed peptiidid voivad olla nii kiméirsed kui ka looduslikest valkudest eraldatud
(Oglecka jt, 2008). Primaarsed amfipaatsed koosnevad rohkem kui 20 aminohappejddgist ning
jarjestikku vahelduvad hiidrofoobsed ja katioonsed domeenid. Teine klass, sekundaarsed
amfipaatsed, on lithemad, vaja on vdhem kui nelja heeliksi pooret (Milletti, 2012). Seondudes
membraaniga, moodustub sekundaarsete amfipaatsete peptiidide sekundaarstruktuuris beeta-
lehe voi alfa-heeliksi konformatsioon (Ziegler, 2008). Alfa-helikaalsetel peptiididel asub
molekuli tihel poolel hiidrofoobne osa, teisel aga katioonne, anioonne voi polaarne. Beeta-lehe
struktuuriga peptiididel vahelduvad hiidrofoobne ja hiidrofiilne piirkond (Wang jt, 2014). 2009
aastal siinteesiti esimene alfa-helikaalne sekundaarne amfipaatne peptiid CADY, mis
moodustab stabiilseid komplekse siRNA-dega. Rakumembraaniga seondudes omandab CADY

helikaalse konformatsiooni, mille stabiliseerimiseks asuvad laetud aminohappejddgid iihel
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poolel ning triiptofaani jadgid, mis aitavad kaasa rakku sisenemisele, teisel poolel (Crombez jt
2009).

Hiidrofoobsete peptiidide all peetakse silmas peptiide, mis koosnevad mittepolaarsetest
aminohappejddkidest. Erinevalt katioonsetest ja amfipaatsetest, ei mojuta aminohappelise
jarjestuse muutmine hiidrofoobsete peptiidide efektiivsust rakku sisenemisel (Milletti, 2012).
Selliseid RSP-sid on praeguseni avastatud vdhe, tuntumad on integriin 3 ja Karposi sarkoomi
fibroblastide kasvufaktor (Watkins jt, 2009). Hiidrofoobsed aminohapped pole aga ainult
hiidrofoobsete peptiidide koostises, neid leidub ka amfipaatsetes ning vdhemal maiéral

kiméérsetes peptiidides (Wang jt, 2004).

Rakku sisenevad peptiidid on praeguseks saanud usaldusvéirseks transpordisiisteemiks
mitmetele bioaktiivsetele molekulidele nagu peptiidid, oligonukleotiidid ja mitmed valgud
(Langel ja Jarver, 2004). Samuti on RSP-d olnud abiks ravieesmirkidel rakku viidavate
tihendite, nagu antisense oligonukleotiidide ning mitmete viiksemate viljatootatud ravimite

transpordil (Stewart, 2008).

1.2.1 PepFectl4 (PF14)

PF14 eellaseks on hiidrofoobne rakku sisenev peptiid Transportaan 10 (TP10), mis saadi, kui
toksiliste kdrvalmojudega amfipaatse Transportaani N-terminaalsest otsast eemaldati kuus
aminohapet (Madani jt, 2011, Yandek jt, 2007). Steartiiilitud TP10 on tuntud kui PepFect3
peptiid, mis kompleksis splaissingut korrigeerivate oligonukleotiididega (SCO) viib eduka
splaissingu korrektsioonini in vitro mudelites (Mée jt, 2009). PepFect3-st arendati analoog
PepFect14 (PF14), kus muudeti liisiinid ornitiinideks, lisati {iks laeng ning steariiiilhappe
modifikatsioon jdeti sisse. PF14 suudab efektiivselt rakku viia nii oligonukleotiide, siRNA-t
kui ka pDNA-d ning teda kasutatakse edukalt splaissingut korrigeerivade oligonukleotiidide
transpordil (Lehto jt, 2017, Ezzat jt, 2011, van Asbeck jt, 2013). Samuti on PF14 abil edukalt
viidud PPC-1 (human primary prostate carcinoma-1) rakkudesse ka mikroRNA miime (Urgard
jt, 2017).
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1.2.2 NickFect 55 ja NickFect70 (NF55 ja NF70)

NickFectid (NF) on samuti arendatud PepFect3 pdhjal ning neid on kasutatud erinevate
rakuliinide  transfekteerimisel ~pDNA, siRNA ja  splaissingut  Kkorrigeerivate
oligonukleotiididega (Arukuusk jt, 2013). Algselt néisid erinevatel pdhjustel edukaimad NF-id
olevat NF1 ning NF51. Teadaolevalt soodustab NF51 DNA pakkimist homogeenseteks ja
stabiilseteks nanopartikliteks ning voimaldab nende nanopartiklite eemaldumist endosoomidest
paremini kui NF1. NF1 puhul aga arvati, et selle selgroos olev negatiivselt lactud fosforiiiilrithm
voimendab transfektsiooni edukust. Nende kasulike omaduste kombineerimiseks siinteesiti
NF1 ja NF51 baasil NF55, mille jarjestus on toodud joonisel 1 (Arukuusk jt, 2015, Oskolkov
jt, 2011, Freimann jt, 2016). NF55 on vidiksema kogulaenguga, kui tema eellased. In vitro
pDNA transfektsioon néitas, et selline analoog on efektiivne, pohjustades NF51-st kaks korda
kdrgema geeniekspressiooni (Freimann jt, 2016). Kuna NF70 jérjestus on publitseerimata, siis

antud peptiidi l&hemalt ei kirjeldata.

NF55 (Steariiiil-AGYLLG)5-OINLKALAALAKAIL -y,

Joonis 1. Rakku siseneva peptiidi NF55 jirjestus. Modifitseeritud Freimann jt, 2016 jargi.

1.2.3 C-12-14 ja C-22-14

Peptiidid C-12-14 ja C-22-14 on modifitseeritud PF14 analoogid, mis saadi lisades PF14 ahela
selgroole kiillastunud lineaarseid atsiililahelaid siisinike arvuga vastavalt 12 ja 22. Koikide
eelpool maintud peptiidi jarjestused on toodud joonisel 2. Transfektsiooni efektiivsust kinnitati
mittekovalentse  peptiidi ja splaissingut  korrigeeriva oligonukleotiidi  kompleksi
moodustamisega, mis viidi HeLa pLuc705 rakuliini rakkudesse. On néidatud, et N-terminaalse
osa hiidrofoobsuse tdstmine lébi atsetiileerimise suurendab oligonukleotiidide funktsionaalset
transporti vordeliselt atsiiiilahela pikkusega alates 12 siisinikuga peptiidist. Efekti pohjuseks
voib olla peptiidide/oligonukleotiidide komplekside tugevam seondumine rakkude

plasmamembraanile (Lehto jt, 2017).
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PF14 Stearliil-AGYLLGKLLOOLAAAATL.OOLL
C-12-14 CH;-(CH;)-CONH-AGYLLGEKLLOOLAAAAT OOLL-CONH,
C-22-14 CH;-(CH;)yp-CONH-AGYLLGEKLLOOLAAAAT OOLL-CONH,

Joonis 2. Rakku sisenevate peptiidide PF14, C12-14 ja C22-14 jarjestused. Modifitseeritud Lehto
jt, 2017 jargi.

1.3 MikroRNA-d ja nende biogenees

MikroRNA-d ehk miRNA-d on liihikesed, 21-24 nukleotiidi pikkused RNA-d (Lau jt, 2001),
mis vdahendavad mRNA stabiilsust ja inhibeerivad translatsiooni (He ja Hannon, 2004).
miRNA-d moodustavad osa mittekodeerivatest RNA-dest (n\CRNA ehk non-coding RNA), mis
on funktsionaalsed RNA molekulid, millelt ei transleerita valke. NcRNA-de suur osakaal
inimese transkriptoomis avastati pdrast ENCODE projekti avaldamist 2012 aastal, milles
ndidati, et transkriptsioonilist aktiivsust omab 75% inimese genoomist (Palazzo ja Lee, 2005;
ENCODE Project Consortium, 2012). MikroRNA-del on mittekodeerivate RNA-de hulgas
viaga suur tdhtsus, kuna {iks miRNA voib reguleerida kuni mitutsadat erinevat mRNA
mirklauda (Baek jt, 2008).

MikroRNA-de biogenees koosneb mitmest etapist, ning algab sellest, kui RNA poliimeraas I1
transkribeerib tuumas pri-miRNA-t (Joonis 3) (Meister jt, 2004).

mIRNA esmasele transkriptile, pri-miRNA-le lisatakse polii-A saba 3’ otsa ja
metiiiilguanosiinmiits 5° otsa. Koik pri-miRNA-d moodustavad juuksendela taolisi struktuure,
millel on 33-35 nukleotiidi pikkune tiivi ning iiheahelalised RNA segmendid 3’ ja 5’ otstes (Lee
jt, 2003; Lee jt, 2004; Cai jt, 2004). Pri-miRNA-d 16ikab jargmise sammuna mikroprotsessor-
kompleks, mis koosneb RNaas III tiitipi endonukleaas Droshast ning kahest kofaktori DCGR8
(DiGeorge syndrome critical region 8) molekulist. Kofaktori funktsiooniks on Drosha pri-
miRNA-le seondumise kontrollimine, seda stabiliseerides ja 1dikamise tdpsust médrates (Krol,
Loedige, Filipowicz, 2010; Denli jt, 2004). Aktiivse mikroprotsessori kompleksi
moodustumiseks on minimaalselt vaja 23-st aminohappest koosnevat DGCR8 C-terminuses

olevat sabaosa, mis on vastutav ka Drosha valguga seondumise eest (Nguyen jt, 2015).

Mikroprotsessor kompleks 15ikab pri-miRNA-d umbes 11 nukleotiidi kauguselt juuksendela
basaalsest osast. Nii tekivad ligikaudu 60 nukleotiidi pikkused prekursor miRNA-d ehk pre-
13



mMiRNA-d, millel on 3’ otsas kahenukleotiidne iileulatuv ots (Lee jt, 2003). Pre-miRNA-d
transporditakse tuumast tsiitoplasmasse valgu Exportin 5 (Xpo5) abil (Lund jt, 2004).

RNA pol Il Dicer
o l_’ miRNA-dupleks
-~ o
/ Ago 1-4
Pri-miRNA Bl
RanGTP j
AN miRISC
Pre-miRNA /
T

\

Mikroprotsessor

=

Drosha

DGCR8
AARAAD

Translatsiooniline
repressioon ja mRNA
lagundamine

Tuum Tsiitoplasma

Joonis 3. Mikro-RNA biogenees. RNA poliimeraas II poolt siinteesitakse juuksendela taolise
struktuuriga pri-miRNA, mis edasi toddeldakse tuumas Dorsha-t ning DGCRS8-t sisaldava
mikroprotsessori poolt, mille tulemusel tekib pre-miRNA. Valk Xpo5 viib pre-miRNA tsiitoplasmasse,
kus ensiitim Dicer 15ikab struktuuri enne iimarat juuksendela osa, jéttes alles miRNA dupleksi. Dupleks
lactakse AGO valgule, mille N-domeeni algatusel toimub dupleksi lahtiharutamine. Uhte ahelat
kasutatakse miRISC kompleksi moodustamiseks. MiRISC kompleks liigub sihtmidrk mRNA-ni ning
1abi selle  reguleerivad miRNA-d geeniekspressiooni transkriptsioonijargselt, surudes maha
translatsiooni voi lagundades mRNA-d. Modifitseeritud Daugaard ja Hansen, 2017 jérgi.

Ribonukleaas III ensiiim Dicer 15ikab pre-miRNA-d 3’ otsast, eemaldades juuksendela
struktuuri. Alles jadb 22-nukleotiidi pikkune miRNA dupleks, mille mdlema ahela 3’ otsa jddb
iile ulatuma kaks nukleotiidi (Bernstein jt, 2001; Winter jt, 2009). Pérast 16ikamist vabaneb
Dicer ning dupleks seondub AGO valgule chaperone-valkude Hsc70/Hsp90 abil (Iwasaki jt,
2010). AGO valk algatab dupleksi lahtiharutamise, tekib primaarne ahel, mis kaasatakse
mIRISC (miRNA-induced silencing complex) kompleksi ning {ileliigne ahel lagundatakse
(Gregory jt, 2005).

miRISC kompleksi moodustavad iiheahelaline miRNA, AGO valk ja mitmed abifaktorid
(Daugaard ja Hansen, 2017). miRISC-i roll on viia miRNA sihtmérk mRNA-deni. Lébi selle
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reguleerivad mIRNA-d  geeniekspressiooni  transkriptsioonijargselt, surudes maha
translatsiooni, deadeniileerides voi lagundades mRNA-d (Eichhorn jt, 2014, Hurtzinger ja
Izaurralde, 2011). miRNA-d tunnevad dra osaliselt komplementaarseid seondumissaite, mis
iildiselt asuvad 3” UTR piirkonnas ning seonduvad nende saitide abil oma sihtméirk mRNA-
dega. MRNA komplementaarsus miRNA 5’ otsaga, nn seemnejirjestusega, mis holmab
tavaliselt nukleotiide 2-7, on vidga oluline sihtmérgi dratundmisel. Selle osaga seondubki
miRNA mRNA-le (Hunzinger ja lzaurralde, 2011).

1.4 MiR-146a funktsioon

MiR-146a on 22 nukleotiidi pikkune ning paikneb inimese genoomi viiendal kromosoomil
(Joonis 4). Teadaolevalt on miR-146a peamine funktsioon immuunsiisteemi aktivatsiooni

allasurumine, inhibeerides oma mérklaudgeenide ekspressiooni (Meisgen jt, 2014).

miR-146a 5’-UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU-3’

Joonis 4. miR-146a primaarjirjestus!, saadud miRBase andmebaasist. Seemnejirjestus on mérgitud

sinise joonega.

mir-146a, mille funktsioon on toodud joonisel 5, enda ekspressioon rakkudes indutseeritakse
labi poletikku soodustava transkriptsioonifaktori NF-kB soltuva mehhanismi ning ta on ka NF-
kB (nuclear factor xB) negatiivseks regulaatoriks (Taganov jt, 2006, Tang jt, 2009). miR-146a
inhibeerib mitmeid NF-«B raja liikmeid, nditeks TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6),
IRAK1 (interleukin-1 receptor-associated kinase 1) ja CARD10 (caspase recruitment domain-
containing protein 10) (Taganov jt, 2006, Tang jt, 2009, Crone jt, 2012). Negatiivse tagasiside
tulemusena pdhjustab miR-146a rakkudes immuunvastuse supressiooni (Meisgen jt, 2014). Kui
jalgiti hiiri, kellel puudub miR-1464a, siis avastati, et neil kujuneb 6-8 kuu vanuselt spontaanselt
vélja autoimmuunsus. Seda pShjustab NF-kB aktiveerumine T-rakkudes ning STAT1 (signal
transducer and activator of transcription 1) iileaktiveerumine regulatoorsetes T-rakkudes (Lu
jt, 2010, Boldin jt, 2011).

! miRBase andmebaas, kiilastatud 29.04.2018, http://www.mirbase.org/cgi-bin/get_seq.pl?acc=MIMAT0000449
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Lisaks surub miR-146a alla mitmete pdletikuliste tsiitokiinide tootmist, nditeks CCL5 (C-C
motif chemokine), mille {ilesanne on nahas poletiku piirkonda kohale kutsuda eosinofiile ja
makrofaage. Samuti pdhjustab miR-146a 1L-8, mis kutsub kohale T-rakke ning neutrofiile,
taseme vahenemist ning miR-146a surub alla IL-6 ja CCL11 taset (Rebane jt, 2014, Zhu jt,
2013, Urgard jt, 2016). On ndidatud, et miR-146a toimib podletiku vastase mikroRNA-na
atoopilise dermatiidi (Rebane jt, 2014), drritava kontaktdermatiidi (Urgard jt, 2016) ja psoriaasi
(Srivastava jt, 2017) hiire mudelites.

MiR-146a oluline funktsioon on ka proliferatsiooni parssimine. On tdestatud, et hiirtel, kelle
nahas puudub miR-146a, esineb keratinotsiititide hiiperproliferatsioon (Larjava jt, 2008). Nahas
on selle mikroRNA marklaudadeks Kkeratinotsiititide proliferatsiooni soodustajad EGFR
(epidermal growth factor receptor) ning FERMTL1 (fermitin family homolog 1) valk (Zhang jt,
2014; Hermann, 2017 Larjava jt, 2008). FERMT1 kodeerib valku Kindlin-1, mis on tugevalt
ekspresseerunud naha epidermises. Keratinotstiiitides, milles puudub Kindlin-1 valk, on
taheldatud vdhenenud proliferatsiooni. Kuna Kindlin-1 on seotud integriini aktivatsiooni
reguleerimisega, arvati, et antud valgu puudumisel tekkiv vihenenud proliferatsioon voib olla

seotud ebatavalise integriinide regulatsiooniga (Larjava jt, 2008).
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Joonis 5. miR-146a funktsioon keratinotsiiiitides. MiR-146a inhibeerib NF-xB signaalirada,
inhibeerides otseselt IRAK-1,CARD10 ja CCL5 ning kaudselt IL-8, surudes nii alla pdletikulisi

reaktsioone nahas. Proliferatsiooni surub miR-146a alla, inhibeerides NUMB ja FERMT1
ekspressiooni. Modifitseeritud Hermann jt, 2017 jérgi.
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1.5 MikroRNA miimid

MikroRNA miimid on keemiliselt siinteesitud RNA molekulid, mis imiteerivad endogeenseid
mikroRNA-sid. Miimid omavad endogeense miRNA-ga sama jirjestust ning reguleerivad
samade sihtmarkeenide ekspressiooni (Li jt, 2014). MikroRNA miimidele lisatakse tihti
keemilisi modifikatsioone voi nukleotiidide muutusi, mis puuduvad endogeensetel miRNA-del,
et parandada miimide rakku sisenemist takistavaid omadusi. Miimide transfektsioonil piisab
madalatest kontsentratsioonidest, et saavutada flisioloogilisest tasemest kdrgem miRNA tase.
Kommertsiaalsete mikroRNA miimide suurim puudus on see, et miimi tdpset jérjestust ning
sellesse viidud mutatsioone ei avaldata kasutajale ja see v3ib viia kasutaja poolt 14dbi viidavate
katsete ebadnnestumiseni (Jin jt, 2015). See on ka pohjuseks, miks antud bakalaureusetoos

kasutati teadaolevate jirjestuste ning modifikatsioonidega miime.

Uheahelaliste miimide kasutamine sai alguse siRNA-dest (small interfering RNA), mille puhul
avastati, et need suudavad esile kutsuda RNA interferentsi. Saavutatud interferentsi tugevus
jaab aga kovasti alla endogeense siRNA interferentsile (Martinez jt, 2002; Schwarz jt, 2002).
MikroRNA miimidega tehtud katsetes on samuti ndidatud, et itheahelalised miimid ei kutsu
esile kaheahelaliste miimidega vordvéirset geeniekspressiooni muutust (Chorn jt, 2012).
MikroRNA-de biogeneesi kidigus 15ikab ensiiim Dicer pre-miRNA-d ning moodustub
kaheahelaline kompleks, mis seondub Argonaut perekonna valgu Ago2-ga. Sealt algab
kompleksi 16hkumine, mille kdigus liks ahel lagundatakse ja allesjiinud juhtahel seondub
sihtmdrk mRNA 3> UTR-ga oma seemnejérjestuse abil (Bartel, 2009; Kim jt, 2009).
Uheahelaliste miimide madalama funktsionaalsuse pdhjuseks arvatakse olevat Argonaut
valkude perekonda kuuluva Ago2 valgu voime siduda vaid kaheahelalist RNA-d (Chendrimada
jt, 2005; Chorn jt, 2012).

Selle puuduse tottu on suurem osa uurimistoodest koondunud timber kaheahelaliste miRNA
miimide (Li jt, 2014). Kaheahelalisi miime kasutatakse enamasti vdhkkasvajate uurimisel.
Miimide abil taastatakse vihkkasvaja poolt maha surutud miRNA-de tasemed, mis kaituvad
oigel ekspressioonitasemel véhi repressoritena (Lu jt, 2005; Reid jt, 2016). Esimene miRNA
miimil pohinev ravim, mis lubati kliinilistele katsetele, oli MRX34. MRX34 kiditub maksas
endogeense miR-34-na, mis surub alla maksavihi teket (Boucie, 2013). Kliinilised katsed antud
ravimiga 10petati toksilisuse totttu (Rupaimoole jt, 2017).
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1.6 UNA

UNA (unlocked nucleic acid) on atsiikliline RNA analoog, milles puudub side riboosi C2’ ja
C3’ aatomite vahel (Langkjer jt, 2009). UNA ja RNA struktuurid on toodud joonisel 6. Selline
lihtne muudatus, ilma uusi funktsionaalseid rithmi lisamata, teeb UNA sarnaseks naturaalsetele
RNA monomeeridele. Erinevusena RNA-dest on UNA-del suurem paindlikkus (Wengel ja
Pasternak, 2010).

Esimesena sisestati tiimidiini UNA monomeer DNA oligonukleotiididesse aastal 1995. Leiti, et
DNA dupleksi destabilisatsioon soltub nii sellest, kuhu UNA ahelates paigutatud on, kui ka
ahelate pikkusest. Koige vaiksemat sulamistemperatuuri muutust pdhjustab UNA monomeeri
asetamine dupleksi otsadesse. UNA efekt on kumulatiivne, mida rohkem on ahelas UNA

monomeere, seda viiksem on selle stabiilsus (Nielsen jt, 1995).

Katses siRNA-dega avastati, et UNA monomeeri lisamine viahendab siRNA-de sihtmérgivalist
efekti. UNA monomeeriga modifitseeritud sSiRNA antisense ahel liideti 13 nukleotiidi pikkusele
RNA-le, mis oli komplementaarne siRNA nukleotiididega 1 kuni 9. Kdige mojuvam oli efekti

viahenemine, kui UNA sisestati siRNA seitsmendale positsioonile (Bramsen jt, 2010).

3&( J?B é () 8|
0O OH O OH
“0—P=0 0—P=0
0 0
; $
UNA RNA

Joonis 6. UNA ja RNA struktuurid kérvutatult. UNA-I puudub puudub side riboosi C2’ ja C3’
aatomite vahel vorreldes RNA-ga. Modifitseeritud Langkjeer jt, 2009 jérgi.

Antud t60s kasutati UNA modifikatsiooniga mikroRNA miime, vorreldes neid
modifitseerimata miimidega, et leida, kas UNA monomeerida lisamine aitab vihendada

sihtmargivilist efekti ja 14bi selle muudab mikroRNA-d spetsiifilisetemaks.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 T66 eesmirgid

On teada, et rakku sisenev peptiid PepFectl4 suudab edukalt keratinotsiiiitidesse viia
kaheahelalisi kommertsiaalseid mikroRNA miime. Kédesoleva bakalaureuset6é eesmérgiks oli
kindlaks teha, kas koostodpartnerite poolt siinteesitud modifitseeritud {iheahelalised ja
kaheahelalised miRNA miimid on funktsionaalsed ja seega kasutatavad edasipidises teadustoos
ja arendustegevuses. Antud t66 tdpsemateks eesmarkideks olid:

o teha kindlaks, kas iiheahelalisi miime on vdimalik keratinotsiiiitidesse transportida;

e analiiisida, kas rakkudesse viidud miR-146a miimid on seal funktsionaalsed;

e uurida, kas iiheahelaliste komplementaarsete miimide liitmisel saadud kaheahelalised
miimid sisenevad rakkudesse ning kiituvad seal sarnaselt kommertsiaalsete miRNA
miimidega;

e selgitada vilja, kas peale PepFect14 on veel rakku sisenevaid peptiide, mille abil on

voimalik mikroRNA miime keratinotsiiiitidesse viia.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Rakkude kasvatamine ja paljundamine

Kéesolevas to0s kasutati primaarseid normaalseid inimese epidermaalseid keratinotsiilite
(NHEK- Primary Normal Human Epidermal Keratinocytes), rakkude kasvatamiseks kasutati
Keratinocyte-SFM soddet (Invitrogen, USA), millele oli lisatud streptomiitsiini ja penitsilliini
(1:1000) (Lonza, Sveits). Rakud kasvasid ja paljunesid koekultuuri tassidel, mis asusid 37° C
temperatuuri, 5% CO2 sisaldusega ning veeauruga kiillastunud inkubaatoris. Rakkude
pesemiseks kasutati PBS-i, neid kiilvati timber Triipsiini-EDTA lahusega (GE Healthcare, UK)

ning triipsiini toime peatati triipsiini neutraliseeriva lahusega (Invitrogen, USA).

2.2.2 Transfektsioon erinevate peptiididega

Keratinotsiitidid jagati enne transfekteerimist 12 kannuga plaatidele, 40 000 rakku kannu kohta.
Rakke transfekteeriti peptiididega PF14, NF55, NF70, C-12-14 ning C-22-14. Mikro-RNA ja

peptiidi suhte 1:17 (PF14, NF70, C-12-14 ja C-22-14) puhul segati iga kannu kohta kokku
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transfektsioonisegu, kus oli 5,12 ul 100 uM kontsentratsiooniga peptiidi, 93,38 pl milliQ vett
ning 1,5 pl mikroRNA hsa-miR-146a-5p miim (miRIDAN, Dharmacon, USA) voi negatiivne
kontroll (miRIDAN, Dharmacon, USA). Suhte 1:28 (NF55) puhul segati iga kannu kohta kokku
transfektsioonisegu, kus oli 8,5 ul 100 uM kontsentratsiooniga peptiidi, 89,97 pl milliQ vett
ning 1,5 ul mikroRNA hsa-miR-146a-5p miim (miRIDIAN, Dharmacon, USA) voi negatiivne
kontroll (miRIDIAN, Dharmacon, USA). Loppkontsentratsiooniks oli miRNA-del 30 nM.
Madlemal juhul jdeti segu tunniks ajaks inkubeerima ning lisati siis 900 pl uude Keratinocyte-
SFM sootmesse (Invitrogen, USA). Vana s60de eemaldati ning transfektsioonisegu sisaldav

uus s0ode lisate plaatidele.

Tabel 1. Kasutatud peptiidide jirjestused

PF14 Steariitil-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL

NF55 (Steartitil-AGYLLG)3-OINLKALAALAKAIL-NH2

NF70 Publitseerimata jérjestus

C-12-14 CH3-(CH2)10-CONH-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-CONH:2
C-22-14 CH3-(CH2)20-CONH-AGYLLGKLLOOLAAAALOOLL-CONH:

2.2.3 Transfektsioon erinevate mikroRNA miimidega

Eraldiseisvas katses uuriti Jesper Wengeli (Fiiisika, keemia ja farmaatsia osakond,
Biomolekulaarse Nanoinseneeringu keskus, Louna-Taani Ulikool) siinteesitud iihe- ja
kaheahelaliste miimide efektiivsust, rakke transfekteeriti esmalt iitheahelaliste miimidega, ning
siis nende kokku segamisel saadud kaheahelaliste miimidega. Kdikides katsetes Jesper Wengeli
poolt siinteesitud mikroRNA miimidega oli kasutusel rakku sisenev peptiid PepFectl4.
Transfektsioonidel nii {ihe- kui ka kaheahelaliste miimidega kasutati positiivse kontrollina
kommertsiaalseid miime, milleks olid mikroRNA hsa-miR-146a-5p miim (miRIDIAN,
Dharmacon, USA) ja negatiivne kontroll (miRIDIAN, Dharmacon, USA). Miimide jérjestused
on toodud tabelites 2 ja 3, paksus kirjas on esile tostetud erinevused miR-146a ahelast.
Kaheahelaliste miRNA-de transfektsiooniks segati kokku jargnev segu: 1,5 ul miRNA-t, 93,38

ul milliQ vett ning 5,12 ul 100uM kontsentratsiooniga peptiid PF14.
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Uheahelaliste miimide transfektsioonisegus suhtega 1:17 oli 1,5 pl miRNA miimi, 95,5 ul mQ
vett ja 4 ul 100uM kontsentratsiooniga peptiidi PF14. Lisaks antud suhtele katsetati kahe
tiheahelalise miimi rakku sisenemist ning seal funktsioneerimist ka suhetega 1:10 ja 1:5. Nende
suhete puhul segati kokku jargnevad transfektsioonisegud: 1,5 pl miRNA miimi, 95,5 pul mQ
vett ja 3 ul 100uM kontsentratsiooniga peptiidi ning 1,5 ul miRNA miimi, 97 ul mQ vett ja 1,5
ul 100uM kontsentratsiooniga peptiidi PF14. MikroRNA-de 1oppkontsentratsioon oli 30 nM.
Segud inkubeerisid tund aega, edasi pipeteeriti need eraldi 900 pl-sse Keratinocyte-SFM

sootmesse (Invitrogen, USA) ning sellega asendati kannus olev vana sddde.

Tabel 2. Kasutatud iiheahelaliste miimide jérjestus

miR-146a 5-rtUrGrArGrArArCrurGrArArUru rCrCrArU rGrGrGrAru-3’

Kontroll 5rUrGrUrGrArCrCrUrGrArArurUrCrCrArUrGrGrGrAru-3’

miR-146a UNA 11 5-rtUrGrArGrArArCrurGrAUuArUrurCrCrArU rGrG rG rA uU-3°

miR-146a UNA | 5-rtUrGrArGrArArCrUrGrAuArUru rCrCrArU rG rG rG rA uu-3’

3’-ahel 5-rCrCrCrArUrGrGrArArUrUrCrArGruruU rCrU rC rA rU uu-3’

Tabel 3. Kasutatud kaheahelaliste miimide jérjestus

Kontroll + 3’- 5«rtUrGrUrGrArCrCrUrGrArArUrUrCrCrArUrG rG rGrA ru-3°

ahel 3-uUrUrArCrurCrUrU rGrArCrurUrArArGrGrUrArC rC rC-5’

miR-146a + 3’- 5-rTUrGrArGrArArCrurGrArArUrUrCrCrArUrGrG rGrAru-3’

ahel 3-uUrUrArCrurCrUrU rGrArCrUrUrArArGrGrUrArC rC rC-5’

miR-146a 5-rTUrGrArGrArArCrurGrAUuUArUrUrCrCrArUrGrG rGrA uU-3°
, [ 3-uUrUrArCrUrCrUrUrGrArCrUrUrArArGrGrurArCrCrC-5°

UNA Il + 3’-

ahel

miR-146a 5-rtUrGrArGrArArCrurGrAuArUrU rCrCrArU rGrG rG rA uu-3’
, |3-uUrUrArCrUrCrUrUrGrArCrUrUrArArGrGrUrArCrCrC-5°

UNA | + 3’-

ahel
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2.2.4 RNA eraldamine inimese primaarsetest keratinotsiiiitidest

Eraldamaks rakkudest RNA-d, kasutati Total RNA Zol-Out™ komplekti (A&A Biotechnology,
Poola). Rakkudelt eemaldati sd6de, ning neile lisati 500 pul QIAzol reagenti (Qiagen,
Saksamaa). Rakuliisaat koguti 1,5 ml tuubidesse ning igasse tuubi lisati 110 ul kloroformi
(AppliChem, Saksamaa). Liisaadi ja kloroformi segu segati, raputades tuube 20 sekundit.
Seejérel segu inkubeeriti 3 minutit ning tsentrifuugiti 12 000 rcf ja 4°C juures 15 minutit
(Eppendorf 5424 R, FA-45-24-11 rootor, Saksamaa). Jargmise sammuna eraldati vesifaas,
millele lisati 1:1 suhtega isopropanooli. Vesifaasi ja isopropanooli segu kanti minikolonnidele
ja edasi eraldati RNA-d vastavalt tootja poolt véljastatud protokollile. RNA kontsentratsiooni

modtmiseks kasutati NanoDrop 2000c spektofotomeetrit (Thermo Scientific, USA).

2.2.5 RT-gPCR mRNA tasemete uurimiseks

Selleks, et teostada RT-qPCR (reverse transcription quantitive polymerase chain reaction)
meetodil mRNA tasemete analiiiisi, slinteesisi esmalt RNA-le komplementaarne DNA (cDNA).
Selleks kanti jadl 96 kannuga plaadile 11,5 pl RNA proovi, 1 ul oligo(dT)1s praimerit (100uM)
(TAG Copenhagen, Taani) ja 2 pl nukleotiidide segu (Thermo Scientific, USA). Plaati
kuumutati RNA sekundaarstruktuuride eemaldamiseks 5 minutit 65°C juures, parast mida viidi
plaat uuesti jadé peale ning lisati 4 ul RT puhvrit, 1 ul RevertAid poordtranskriptaasi ja 0,5 pl
RNaasi inhibiitorit (Thermo Scientific, USA). ¢cDNA siintees viidi ldbi termotsiikleri
Mastercycler® nexus (Eppendorf, Saksamaa) abil, kus hoiti plaati tund aega 42°C ja 10 minutit
75°C juures. Saadud cDNA lahjendati 500 ul-ni.

384 kannuga plaadile kanti igasse kannu 1 pl segu 4 uM forward+reverse praimeritest (TAG
Copenhagen, Taani), 2,4 ul 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR segu (Solis Biodyne, Eesti)
ning 2,6 pl mQ vett. Jargmisena pipeteeriti igasse kannu 6 ul eelnevalt siinteesitud ning
lahjendatud cDNA proovi ja plaat asetati masinasse ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA). Iga proovi mdddeti kolm korda ning saadud Ct (treshold cycle) vééartusi
analiitisitt MS Exceli abil (Microsoft, USA). Kasutatud geenide ekpressioon normaliseeriti
referentsgeeni EF1A suhtes (Elongation factor 1-alpha). Koik kasutatud praimerid ja qPCR-I

programm on kujutatud vastavalt tabelites 4 ja 5.
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Tabel 4. Kasutatud praimerid

Praimer Jarjestus

EF1A F |5 CCACCTTTGGGTCGCTTTGCTGT 3’

R |5 TGCCAGCTCCAGCAGCCTTCTT 3’

CARDI10 F |5 AGTGTGCCCAGCGGAAAGCC 3’

R |5 GATGGCCCGGATCCTGCTGC 3°

IL-8 F |5 GCAGCTCTGTGTGAAGGTGCAGTT 3’

R |5 TTCTGTGTTGGCGCAGTGTGGTC 3’

IRAK1 F |5 GACCAAGTATCTGGTGTACGA 3’

R |5 GACACGTAGGAGTTCTCCTG 3°

Tabel 5. MRNA gPCR programm

Etapp Temperatuur (°C) | Aeg Korduste arv
Enstitimi aktivatsioon 95 15 minutit 1
Denaturatsioon 95 15 sekundit 40
Produkti paljundamine | 60 1 minut
Dissotsiatsioonianaliiiisi | 95 15 sekundit 1
etapp i

60 1 minut

95 15 sekundit

2.2.6 RT-gPCR miRNA tasemete uurimiseks

Esmalt siinteesiti igale miRNA-le individuaalne cDNA. Selleks kasutati TagMan® MicroRNA
Assay (Life Technologies, US) praimereid miRNA-dele miR-146a ja let-7a. Kasutatud
praimerid seonduvad spetsiifiliselt oma 3’-poolses alas oleva 8 nukleotiidiga igale miRNA-le
spetsiifiliselt. 96 kannuga plaadile lisati igasse kannu 0,028 pl 100 mM kontsentratsiooniga
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dNTP segu, 0,2 ul 100 uM kontsentratsiooniga RT ensiiiimi, 0,6 ul 10x RT puhvrit, 0,1 pl

RNaasi inhibiitorit ning 2,07 pl milliQ vett. Plaat asetati masinasse Mastercycler® nexus

(Eppendorf, Saksamaa) ja kasutati jargnevat programmi: 30 minutit 16°C, 30 minutit 42 °C, 10
minutit 85 °C. Valmis cDNA-d siilitati -20 °C juures.

cDNA analiiiisiti masinaga ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA). 96
kannuga plaadil olevatele cDNA proovidele lisati 4,4 ul 5x HOT FIREPol® Probe gPCR Mix
Plus (Solis Biodyne, Eesti), 1 ul 20x TagMan® MicroRNA Assay (Life Technologies, USA)
praimereid (miR-146a voi let-7a) ja 11,6 pul milliQ vett. Antud segu jagati laiali 384 kannuga

plaadile ning analiiiisiti Viia 7 abil. Kasutatud programm on vélja toodud tabelis 6. Iga proovi

moddeti kaks korda ning saadud Ct (treshold cycle) viartusi analiiiisiti MS Exceli abil

(Microsoft, USA). Kasutatud geenide ekpressioon normaliseeriti referentsgeeni let-7a suhtes.

Tabel 6. miIRNA gPCR programm

paljundamine

Etapp Temperatuur (°C) | Aeg Korduste arv
Ensiitimi 95 10 minutit 1

aktivatsioon

Denaturatsioon 95 15 sekundit 40

Produkti 60 60 sekundit

2.2.7 Statistiline analiiiis

Andmete analiilisiks ning tulemuste esitamiseks kasutati programmi GraphPad Prism 6

(GraphPad Software Inc, USA). Statistiliseks analiiiisiks kasutati T-testi (Unpaired T-test),

mille abil saab vorrelda soltumatute valimite keskmisi vaartusi. Graafikutel on ndidatud katsete

tulemused koos standardveaga (standard error of the mean, SEM).
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2.3TULEMUSED

2.3.1 Erinevad rakku sisenevad peptiidid on vdimelised mikroRNA miime
keratinotsiiiitidesse efektiivselt transportima

Antud t66 eesmark oli uurida Jkoostoopartnerite poolt siinteesitud miimide funktsionaalsust
inimese primaarsetes keratinotsiiiitides. Kogu t66 véltel valiti geeniekspressiooni muutuse
jalgimiseks teadaolevad miR-146a sihtmérkgeenid IL-8, CARD10 ning IRAK1, millest IRAK1
ja CARD10 on miR-146a otsesed sihtmargid ja IL-8 on kaudselt mojutatud geen (Rebane jt,
2014). Esmalt sooviti uurida erinevate rakku sisenevate peptiidide efektiivsust
kommertsiaalsete mikroRNA miimide keratinotsiiiitidesse viimisel, et valida vilja efektiivseim
peptiid jargnevate katsete teostamiseks. Antud bakalaureusetods kasutati PepFectl4 ja selle
taiustatud analooge C-22-14 ja C-12-14 ning NickFect55 ja 70.

Peptiidide efektiivsuse hindamiseks transfekteeriti inimese primaarseid keratinotsiiiite miR-
146a miimiga vOi vastava kontrolliga kasutades eclpool mainitud peptiide. Saadud tulemuste
pohjal on néha, et erinevate peptiidide puhul ei ole mirkimisvéérset erinevust transfektsiooni
efektiivsuses (Joonis 7). Transfektsioon enamiku peptiididega andis statistiliselt olulisi
tulemusi koigi valitud miR-146a sihtmérkgeenidega. I1L-8 ekspressioon langes miR-146a-ga
transfekteerides 2 (+ 0,07) korda PF14 puhul; 3,28 (+ 0,05) korda NF55; 2,53 (+ 0,12) korda
NF70 ning 2,62 (+ 0,21) korda C-22-14 puhul vdrreldes vastavate kontrollidega (Joonis 7A).
Samad peptiidid vahendasid miR-146a poolt tingitud geeniekspressiooni langust CARD10
puhul vastavalt 2,64 (+ 0,12); 4,18 (+ 0,29); 2,87 (+ 0,25) ning 3,81 (+ 0,18) korda (Joonis 7B)
ning IRAK1 puhul 7,81 (+ 0,21); 4,55 (+ 0,08); 3,59 (+ 0,12) ning 4,06 (+ 0,21) korda (Joonis
7C). Koige ebaefektiivsema peptiidina voib vélja tuua C-12-14, kuna antud peptiidi puhul leiti
statistiliselt oluline geeniekspressiooni langus vaid IRAK1 miR-146a-ga transfekteerides (2,83
(+ 0,25) kordne), IL8 ja CARD10 puhul puudus statistiliselt oluline muutus. Samuti pohjustas
see peptiid keratinotstiiitides 1L-8 taseme 29,05 (+ 2,98) kordse tousu vorreldes PF14 kontroll
transfektsiooniga. Kuna erinevate peptiidide vahel mérkimisvéarseid erinevusi ei ndhtud, siis
otsustati miimide efektiivsuse hindamiseks kasutada peptiidi PF14, kuna antud peptiidiga on

laboris eelnev tookogemus.
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Joonis 7. Keratinotsiiiitide transfektsioon erinevate rakku sisenevate peptiididega. Inimese
primaarseid keratinotsiiiite transfekteeriti 24 h joonisel ndidatud peptiididega. Rakku sisenevatest
peptiididest kasutati PepFect14, selle analooge C-12-22 ja C-22-14 ning NickFect55 ja NickFect70.
Rakkudesse viidi kaheahelaline miR-146a, mille ekspressiooni vdrreldi iga peptiidi puhul vastava
negatiivse kontrolliga. Sihtméarkgeenidena kasutati IL-8 (A), CARD10 (B) ning IRAK1 (C). mRNA tase
leiti qPCR-i meetodil. Satistiliseks analiiiisiks kasutati T-testi ja veapiiridena on esitatud SEM. ** P <
0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001.

2.3.2 Uheahelalised miR-146a miimid on madala efektiivsusega

Varasemalt on niidatud, et mikroRNA {iiheahelalised miimid on vdhem efektiivsed kui
kaheahelalised miimid, kuid see v0ib sdltuda modifikatsioonidest, mis miimidele lisatud on
(Chorn jt, 2012). Kéiesolev uurimistod teostati uurimaks, kas inimese primaarsetes
keratinotsiititides on {iheahelalised miimid ja UNA modifikatsioonidega miimid sama
efektiivsed kui kommertsiaalsed kaheahelalised miimid. Lisaks {iiheahelalistele ssSRNA
kontroll-, 3’- ja miR-146a ahelatele ning kahele UNA modifikatsioonidega ahelale toodi
tulemustes vordluseks vilja kommertsiaalsed kaheahelalised miimid: kontroll ja miR-146a.
Joonis 8 nditab, et kommertsiaalse kontrolli ja miR-146a ekspressioonitasemete vahel saadi
statistiliselt oluline langus CARD10 (joonis 8B) ja IRAK1 (joonis 8C) puhul (vastavalt 1,95 (+
0,07) ning 3,71 (+ 0,03) kordne muutus), aga vorreldes iiheahelalist kontrolli teiste itheahelaliste
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miimidega ei saadud iihegi geeni korral statistiliselt olulist muutust geeni ekspressiooni
tasemes. Vaid iiheahelalise kontrolli, 3"-ahela ja ithe UNA modifikatsiooniga ahela puhul oli
IRAK1 ekpressiooni vihenemine statistiliselt oluline. Vorreldes iihe UNA monomeeriga ahelat
tiheahelalise kontrolliga esines 6,29 (+ 0,17) kordne langus mRNA tasemes ning vorreldes sama
ahelat 3’-ahelaga ilmnes 4,82 (+ 0,2) kordne vdhenemine. Joonisel 8A on vilja toodud, et
sihmédrkgeeni 1L-8 puhul ei esine statistiliselt olulisi muudatusi. Joonis 8D kinnitab, et koik
mMIRNA-146a iiheahelalised miimid sisenesid rakkudesse efektiivselt. Kommertsiaalsete
kaheahelaliste miimide puhul miR-146a tase suurenes 5923 (+ 466,7) korda vdrreldes
kommertsiaalse kontrolliga. Uheahelalise kontrolli tase erines statistiliselt oluliselt iiheahelalise
miR-146a ning kahe UNA monomeeriga ahela miRNA tasemetest- miR-146a ekspressioon
suurenes vastavalt 1075,52 (+ 6760) ning 55,88 (+ 384,6) korda vorreldes iiheahelalise
kontrolliga. Tulemustest saab jéreldada, et kuigi kasutatud miimid suutsid rakkudesse siseneda,

olid need seal madala funktsionaalsusega.
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Joonis 8. miR-146a sihtmérkgeenide ekspressioon iiheahelaliste ja kommertsiaalsete miR-146a
miimidega transfekteerides. Inimese primaarseid keratinotsiiiite transfekteeriti joonisel vélja toodud
miiimidega. Transfektsioon kestis 24 tundi. Uheahelalisteks miimideks on kontrollahel (Kontroll
sSRNA), 3’-ahel (3’-ahel ssRNA), {iiheahelaline miR-146a (miR-146a ssRNA), iihe UNA
modifikatsiooniga ahel (miR-146a UNA 1 ssSRNA) ning kahe UNA modifikatsiooniga ahel (miR-146a
UNA 2 ssRNA). Vordluseks toodi vilja ka kaheahelalised kommertsiaalsed negatiivne kontroll ning
miR-146a. Joonistel 8A, 8B, 8C leiti mRNA tase rakkudes RT-gPCR-i abil. Tulemused on
normaliseeritud koduhoidja geeni EF1A suhtes. Joonis 8D- iiheahelaliste miimide miRNA tase rakkudes
leiti RT-gPCR-i abil ning tulemused normaliseeriti koduhoidja let-7 vastu. Statistiliseks analiiiisiks
kasutati T-testi, veapiiridena esitatud SEM. N=3-4; * P < 0,05; ** P < (0,01; **** P < 0,0001.
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2.3.3 MikroRNA ja peptiidi molaarse suhte erinevused ei méjuta oluliselt iiheahelaliste
miimide funktsionaalsust

Eelnevalt leiti, et rakkudesse viidud tiheahelalistest miimidest voiks edukaim olla iihe UNA
monomeeriga MiR-146a miim. Seetdttu voetigi antud ahel koos kontrollina kasutatava 3’-
ahelaga vaatluse alla kolme erineva mikroRNA-peptiidi suhte juures, kuna miRNA-peptiid
suhe 1:17 on optimeeritud kaheahelaliste miimide kasutamiseks. Lisaks esimeses katses
kasutatud suhtele 1:17, uuriti mikroRNA-de funktsionaalsust ka suhete 1:10 ning 1:5 juures.
Suhtega 1:17 voeti vordluseks ka kaheahelalise negatiivse kontrolli ning miR-146a mRNA tase.
Statistiliselt olulised erinevused ilmnesid IL-8 ning CARD10 puhul kasutades
kommertsiaalseid miime - vastavalt 2,33 (+ 0,09) ning 2,15 (= 0,15) kordne vdhenemine
geeniekspressioonis, vorreldes kontrolli miR-146a transfektsiooniga. Suhte 1:17 juures leiti
statistiliselt oluline erinevus ekspressiooni muutuses ka itheahelalise 3’-ahela ning ithe UNA
monomeeriga ahela vordlusel sihtmédrkgeenide IL-8 ning IRAKL1 transfektsioonil - vastavalt
0,79 (= 0,09) ja 0,82 (+ 0,17) kordne ekspressiooni suurenemine. Suhe 1:10 ei andnud
statistiliselt olulisi erinevusi ning suhe 1:5 andis 1,94 (+ 0,16) kordse ekspressioonitaseme
languse 3’-ahela ja tthe UNA modifiktsiooniga ahela vahel, vaadeldes geeni CARD10. Joonisel
9 (A, B, C) on ndha, et UNA monomeeriga ahel ei toiminud siiski hésti ihegi kontsentratsiooni
juures ning joonisel 9D on ndidatud, et mikroRNA {iheahelalised miimid olid kiill rakus olemas,

kuid esines suur varieeruvus mikroRNA tasemetes.
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Joonis 9. miRNA-146a sihtmérkgeenide ekspressioon kommertsiaalsete ning erinevate miRNA-

peptiid suhtega iiheahelaliste miR-146a miimidega transfekteerides.

Inimese primaarseid

keratinotsiiiite transfekteeriti joonisel vilja toodud miiimidega. Transfektsioon kestis 24 tundi. Vélja on
toodud miRNA-peptiid suhtega 1:17 kaheahelalised kommertsiaalsed negatiivne kontroll ja miR-146a
ning iihehahelalised 3’ ssSRNA ning ithe UNA monomeeriga miR-146a ahelad. Lisaks uuriti mRNA taset
kahe iiheahelalise miimi puhul ka suhete 1:10 ning 1:5 juures. mRNA tase rakkudes leiti RT-qPCR-i
abil ning kolme sihtmédrkgeeni puhul- IL8 (A), CARD10 (B) ning IRAK1 (C). Tulemused on
normaliseeritud koduhoidja geeni EF1A suhtes. Joonisel 9D on ndidatud miRNA tase kahe iiheahelalise
miimi puhul suhete 1:17, 1:10 ning 1:5 juures. miRNA tase rakkudes leiti RT-qPCR-i abil. Tulemused
on normaliseeritud koduhoidja let-7a suhtes. Statistiliseks analiilisiks kasutati T-testi, veapiiridena
esitatud SEM. N=3-4; * P < 0,05; ** P <0,01; **** P < 0,0001.
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2.3.4 Uheahelaliste miR-146a miimide kokkusegamisel saadud kaheahelalised miimid on
keratinotsiiiitides funktsionaalsed

Jargmiseks sooviti uurida, kas Jesper Wengeli poolt siinteesitud miimid suudaksid
funktsioneerida kaheahelalistena. 3’-ahel on siinteesitud paarduma teiste iiheahelaliste
miimidega. Uheahelaliste miimide kokkusegamisel liitub 3’-ahel nii iiheahelalise kontrollahela,
miR-146a ahela kui ka mdlema UNA modifikatsiooni sisaldava ahelaga. Vordluseks toodi
graafikutel vilja ka kaheahelalised kommertsiaalselt toodetud miR-146a ning selle negatiivne
kontroll. IL-8 (joonis 10A) puhul esines statistiliselt oluline muutus ekspressioonitasemes
vorreldes kommertsiaalseid miime - kontrolli ja miR-146a vahel esines 2,43 (+ 0,2) kordne
langus. IL-8 mMRNA ekspressioonitase langes oluliselt ka vorreldes kokkusegatud kahehelalist
kontrollahelat teiste saadud kaheahelaliste miimidega - 3’-ahelaga liidetud tiheahelalise miR-
146a puhul 3,15 (+ 0,2) korda, 3’-ahelaga liidetud kahe UNA monomeeriga ahela ahela puhul
3,41 (= 0,2) korda ning 3’-ahelaga liidetud {ihe UNA monomeeriga ahela puhul 2,53 (= 0,22)
korda. CARD10 (joonis 10B) puhul vidhenes mRNA ekspressioonitase kommertsiaalse
kontrolli ning miR-146a miimi vahel 1,79 (+ 0,05) korda. Vdrreldes kaheahelalist kontrolli 3°-
ahelaga liidetud tiheahelalise miR-146a ahela ning 3’-ahelaga liidetud kahe ja ithe UNA
modifikatsiooniga ahelatega esinesid ekspressioonitaseme langused vastavalt 5,39(x 0,24)
korda, 2,01 (+ 0,20) korda ning 2,58 (+ 0,21) korda. Joonisel 10C on niidatud, et IRAK1 puhul
langes kommertsiaalse miR-146a tase vorreldes vastava kontrolliga 2,75 (+ 0,048) korda.
Statistiliselt olulisi langusi ekspressioonitasemetes esines ka vorreldes kokkusegatud
kaheahelalise kontrolli ekspressioonitaset 3’-ahelaga liidetud iitheahelalise miR-146a ahela ning
3’-ahelaga liidetud kahe ja ihe UNA modifikatsiooniga ahelatega- vastavalt 4,17 (= 0,29); 2,71
(= 0,2) ning 3,62 (= 0,20) kordsed langused.

Joonisel 10D on ndidatud miRNA taset pédrast transfektsiooni keratinotsiiiitidest eraldadatud
RNA proovides. Kommertsiaalse kontrollmiimiga ja miR-146a-ga transfekteeritud
keratinotsiititidest eraldatud totaalse RNA proovides esines 854,5 (+ 138,8) kordne vahe miR-
146a gPCRi prooviga mddtes. Uheahelalistest miimidest kokkusegatud kaheahelaliste miimide
puhul vorreldi 3’-ahela ja iiheahelalise kontrollahela segu ahelatega, mille puhul oli 3’-ahelale
liitetud tiheahelaline miR-146a, kahe UNA monomeeriga ahel ning {the UNA monomeeriga
ahel. Iga vordluse puhul leiti statistiliselt oluline tulemus: vastavalt 320,24 (+ 225,2); 32,7 +
(17,01) ning 565,72 (£ 452) kordne tous mikroRNA-d sisaldavate ahelate
ekspressioonitasemetes. Kokkuvotlikult saab oOelda, et kaheahelalised miimid sisenesid
efektiivselt rakkudesse ning olid seal funktsionaalsed, surudes sihtméarkgeenide ekspressiooni

alla.
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Joonis 10. miRNA-146a sihtmirkgeenide ekspressioon kaheahelaliste ja kommertsiaalsete
miimidega transfekteerimisel. Inimese primaarseid keratinotsiiiite transfekteeriti joonisel vilja
toodud miiimidega. Transfektsioon kestis 24 tundi. Kasutati miime, kus oli 3’-ahel segatud kokku
itheahelalise kontroll ahela (3’-ahel ssRNA + kontroll ssRNA), miR-146a ahela (3’-ahel ssSRNA+ 146a
sSRNA) ning iihte (3’-ahel sSRNA + miR-146a UNA 1 ssRNA ) vdi kahte (3’-ahel ssSRNA + miR-
146a UNA 2 ssRNA) UNA monomeeri sisaldava ahelaga. 10A, 10B, 10C- mRNA tase leiti RT-gPCR
meetodi abil ning tulemused on normaliseeritud koduhoidja EF1A vastu. 10D- miRNA tase rakkudes
leiti samuti RTgPCR-i abil. Statistiliseks analiitisiks kasutati T-testi, veapiiridena esitatud SEM. N=3-
4;* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001.
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2.4 ARUTELU

MikroRNA miimid on asendamatud abivahendid mikroRNA-de funktsiooni uurimisel. Miimid
jaljendavad endogeenseid miRNA-sid, omades sama jérjestust ning reguleerides samade
sihtmérkgeenide ekspressiooni (Li jt, 2014). Praegu toodetakse todstuslikult teadaolevalt
kaheahelalisi miime ning nende iiheahelaliste analoogide potentsiaali on vihe uuritud. 2012
aastal nditasid Chorn jt, et nende katsetes jdid tiheahelalised miimid funktsionaalsuselt
kaheahelalistele alla. Kédesolev uurimistdd kdrvutas omavahel transfektsiooni miR-146a iihe-

ning kaheahelaliste miimidega ning sai sarnase tulemuse.

Kasutatud iihe- ja kaheahelalised miimid on siinteesitud eesméargiga rakendada neid miime ja
nende pohjal disainitud modifitseeritud analooge edaspididses teadus- ja arendust6ds. Miimide
stintees koostOOpartnerite poolt vilistas kommertsiaalselt toodetud miimide suure puuduse-
kasutajatele ei avaldata miimide tépseid jéarjestusi voi ahelates tehtud modifikatsioone, mis
voivad pohjustada kdikumisi erinevate firmade poolt toodetud miimidega 14bi viidud katsete
tulemustes (Jin jt, 2015). Kaheahelalised miimid saadi liites omvahel kasutatud iiheahelalised
miimid, niisiis oli ka nende puhul ahelate tépne iileschitus teada. Ainsa puudusena antud t66s
kasutatud miimide juures voib vilja tuua selle, et 3’-ahelal, mis segati kokku teiste {iheahelaliste
miimidega, esines iiheahelalise kontrolliga liitmisel kahenukleotiidine erinevus, mistottu ei

olnud tegemist ideaalse kontrolliga.

Rakku sisenevad peptiidid on molekulide rakkudesse kandjana olnud kasutusel juba aastast
1994 (Derossi jt, 1994). RSP-d on osutunud efektiivseteks kandjateks viga erinevat tiiiipi ja
erineva suurusega molekulidele. Antud t66s viidi miR-146a kaheahelalist miimi ja vastavat
kontrolli keratinotsiiiitidesse viie erineva peptiidiga: PepFect14, C-12-14, C-22-14, NickFect55
ning NickFect70. Toodud peptiididest oli varasemalt mikroRNA transfektsiooniks kasutatud
vaid PF14 (Urgard jt, 2017). C-12-14 ning C-22-14 valiti antud t66sse, kuna need on PF14
modifitseeritud analoogid, mis saadi, kui PF14 ahelale lisati vastavalt 12 ja 22 siisinikuga
kiillastunud lineaarseid atsiitilahelaid (Lehto jt, 2017). NickFectidega on varasemalt ndidatud
edukaid pDNA ning siRNA transfektsioone (Arukuusk jt, 2013) ning antud t66s sooviti
selgitada, kas need sobiksid ka miRNA-de transpordiks. Sihtmarkgeenidena vaadeldi tuntud
miR-146a sihtmérke IL-8, CARD10 ning IRAKL. Tulemustest selgus, et kdikide kasutatud
peptiididega on voOimalik edukalt mikroRNA-d keratinotsiilitidesse transportida. Ainus
negatiivne aspekt ilmnes I1L-8 korges ekspressioonitasemes transfektsioonil C-12-14-ga. Kuna
IL-8 toimib organismis immuunsiisteemi aktiveerijana (Rebane jt, 2014), siis tuleks selle

ekspressiooni tousu véltida.
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Rakku sisenevaid peptiide katsetati antud t66s NHEK (normal human epidermal keratinocytes)
rakuliinil. Tulemused keratinotsiiiitidega olid paljulubavad ning niitasid, et koik kasutatud
peptiidid suudavad mikroRNA-sid edukalt rakkudesse viia. See annab alust tulevikus katsetada

mikroRNA sisestamist ka teistesse rakuliinidesse, kasutades samu rakku sisenevaid peptiide.

Esimesest katsest {iheahelaliste miimidega tuli vilja, et need on véheefektiivsed. Miimid ei
pOhjustanud uuritud sihtméirkgeenides kommertsiaalsete mikroRNA miimidega sarnaseid
muutusi geeniekspressioonis. MikroRNA-de biogeneesi kidigus moodustub pérast pre-miRNA
16ikamist Diceriga kaheahelaline kompleks, mis seondub valguga Ago2. Ago2 algatab
kompleksi 16hkumise, mille kdigus iiks ahel lagundatakse ja allesjdénud juhtahel seondub
sihtmark mRNA 3” UTR-ga oma seemnejérjestuse abil (Bartel, 2009; Kim jt, 2009). Seda, et
Ago2 valk seob looduslikult vaid kaheahelalisi RNA-sid, ongi peetud pdhjuseks, miks
tiheahelalised miimid ei ole rakkudes vordvairse funktsionaalsusega ning miks neid {iiritatakse
keemiliste modifikatsioonide abil muuta efektiivsemaks (Chorn jt, 2012). Kinnitamaks, et
iheahelalised miimid sisenesid rakkudesse, viidi mikroRNA taseme hindamiseks ldbi RT-

gPCR, mis niitas miRNA olemasolu keratinotsiiiitides.

Koige tugevamat efekti CARD10 ning IRAK1 allareguleerimisel omas iiheahelalistest
miimidest {the UNA monomeeriga miim. Voib eeldada, et kuna kahe UNA monomeeriga ahel
on paindlikum, siis antud miimi puhul toimub mMRNA-ga ndrgem seondumine, kui iihe
monomeeriga miimi puhul, ning seetdttu ei ole antud ahel funktsionaalne. miRNA-peptiidi suhe
1:17 oli optimeeritud kaheahelaliste miimide transfektsiooniks, niisiis tehti lisaks ka katseid
kolme erineva miRNA-peptiid suhte juures. Sellega sooviti vilja selgitada, kas iiheahelalised
miimid  vajavad  efektiivseks toimimiseks teistsuguse = mMiRNA-peptiid  suhtega
transfektsioonisegu. Peptiidi kogust transfektsioonisegus véhendati kuni miRNA-peptiid
molaarsete suheteni 1:10 ning 1:5, kuid ka nendel suhetel ei toimunud efektiivset

sihtmdrkgeenide ekspressiooni inhibeerimist.

Kaheahelaliste miimidega transfekteerides vaadeldi samu sihtmérkgeene, mis iiheahelalistega
- IL-8, CARD10 ja IRAKL1 ning leiti, et kaheahelalised koostddpartnerite poolt siinteesitud
miimid olid sarnaselt kommertsiaalsete miimidega efektiivsed sihtmérkgeenide ekspressiooni
parssimisel. RT-qPCR-i abil niidati, et ka liheahelalisi miime segades saadud kaheahelaliste

miimidega transfekteerimisel suudeti sisestada mikroRNA keratinotsiiiitidesse.

Kokkuvottes leiti, et modifitseerimata iiheahelalised miimid ei toimi rakkudes sarnaselt
kommertsiaalsetele miRNA miimidele. Antud t66s kasutati lisaks modifitseerimata RNA
ahelatele ka UNA modifikatsiooniga ahelaid, mis on paindlikumad kui modifitseerimata RNA
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ahelad. See muutus aga ei parandanud tihe- ega kaheahelaliste miimide funktsionaalsust rakus.
Uheahelaliste miimide struktuuri ja nende rakkudesse transpordi arendamist tuleks kindlasti
jatkata, kuna onnestunud tulemuste saavutamine mugavdaks miRNA miimide kasutamist -
iheahelaliste miimide tootmine kaheahelaliste asemel tdhendaks nende kiiremat valmimist,

lihtsamat siinteesiprotsessi ning odavamat hinda.
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KOKKUVOTE

Rakku sisenevad peptiidid on tihendid, mis sisenevad ise ja suudavad erineva struktuuri ning
suurusega molekule efektiivselt kanda mitmetesse rakuliinidesse. Erinevate RSP-dega on
rakkudesse sisestatud mitut eri tiilipi molekule, kaasaarvatud mikroRNA miime. Antud t60s
kasutatud peptiidide seast on miRNA miime transporditud vaid PF14-ga (Urgard jt, 2017).
Kéesolevas bakalaureuset6os kasutati miRNA miimide keratinotsiiiitidesse transportimiseks
viit erinevat rakku sisenevat peptiidi - PF14, NF55, NF70, C-22-14 ning C-12-14. Spetsiifiliste
miimidena kasutati miR-146a miime, mille bioloogiline funktsioon on varem ndidatud.
Miimide funktsionaalsuse hindamiseks mdddeti miR-146a sihtmirkgeenide 1L8, CARDIO ja
IRAK1 mRNA ekspressiooni tasemeid RT-qPCR abil. Koik katsetesse voetud peptiidid
transportisid miRNA miime efektiivselt rakkudesse. Vorreldes teiste kasutatud peptiididega oli
viahem efektiivne C-12-14, mille puhul ei esinenud statistiliselt olulisi muutusi 1L-8, CARD10
ning vastavate kontrollide ekspressioonitasemetes. Samuti pohjustas peptiid C-12-14 IL-8

ekspressiooni 29,05 kordse tousu.

MikroRNA-d on liihikesed endogeensed mittekodeerivad RNA-d, mis vastutavad
komplementaarsete mMRNA-de transkriptsioonijirgse regulatsiooni eest (Lau jt, 2001).
MikroRNA miime kasutatakse, et uurida endogeensete miRNA-de funktsioone organismis.
To6stuslikus tootmises olevad miimid on enamasti kaheahelalised, kuid nende tépset jérjestust,
pikkust ning modifikatsioone ei avaldata kasutajatele. Teadus- ja arendustdds, kus on vajalik
teada miimi tdpset molekulaarset struktuuri, ei ole sellised miimid kasutatavad. Samuti on vdhe
uuritud tiheahelaliste miimide toimimist rakkudes. Antud bakalaureuset6os katsetati Jesper
Wengeli poolt siinteesitud viit itheahelalist miRNA miimi. Kolm nendest olid siinteesitud
tavalise RNA ahelana, kahele oli lisatud vastavalt iiks voi kaks UNA monomeeri. Ahelaid
transfekteeriti keratinotsiiiitidesse rakku siseneva peptiidi PF14 abil. mRNA ekspressiooni
muutuste pohjal leiti, et iiheahelalised miimid ei kéitu rakkudes sarnaselt kommertsiaalsete
miR-146a miimidega, kuid RT-gPCR analiiiis miRNA tasemete leidmiseks kinnitas, et miimid
sisenesid rakkudesse.

Koige edukamalt toimis sihtmérkgeenide ekspressiooni inhibeerimisel itheahelaline miim,
millele oli lisatud iiks UNA monomeer. Nimetatud miimi transfektsiooniks kasutati kolme
erinevat mikroRNA-peptiidi suhet, kuid selle tulemusena ei saavutatud suuremat moju

sihtmarkgeenidele.
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Jargnevalt segati olemasolevad iiheahelalised miimid kokku, liites 3’-ahela iga teise ahelaga.
Saadi kaheahelalised miimid, mis pdhjustasid rakkudes ekspressioonitasemete muutusi
sarnaselt kommertsiaalsetele miimidele.

Kéesoleva bakalaureusetoo kéigus selgitati vilja, et peptiidide PF14, NF55, NF70, C-12-14
ning C-22-14 abil on vdimalik mikroRNA miime transportida inimese primaarsetesse
Keratinotsiititidesse. Samuti toestati, et kaheahelalised UNA nukleotiidi sisaldavad miRNA
miimid on kasutavad edasises teadus- ja arendust66s ja on bioloogiliselt efektiivsemad

vorreldes iiheahelaliste miRNA miimidega.
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Developing of the microRNA transfection method based on cell
penetrating peptides

Karolina Laas-Dobreva

Summary

Cell-penetrating peptides are molecules that can enter through cell mebranes into the cells and
transport different types and sizes of cargo into multiple cell types (Milletti, 2012). MicroRNAS
are small (21-23 nucleotides in length) non-coding endogenous RNAs that regulate the
translation of mMRNA into proteins by binding with complementary mRNAs (Lau et al, 2001).
MiRNA mimics are artificial copies of endogenous microRNAs that enable us to investigate
the functioning of different miRNAs in living organisms. Commercially produced and sold
miRNA mimics are double-stranded, the effects of single-stranded mimics have not been
widely studied. Previous to this thesis, the only peptide used for miRNA mimic transfection
had been PepFectl14. The goal of this thesis was to analyze the functionality of single stranded
mimics in keratinocytes. In addition, single stranded mimics were mixed together to create
double-stranded mimics in order to see, whether they enter the cells and function similarly to
commercially used miRNAs. Double-stranded mimics were carried into the cells with five
different cell-penetrating peptides to see, if any of those could be as effective as PepFect14.

In the given thesis, five different cell penetrating peptides- PepFect14, NickFect55, NickFect70,
C-12-14 and C-22-14 were used to transport commercial double stranded miRNA-146a mimics
into keratinocytes. The aim of this experiment was to find the most effective peptide to use for
the transfection of mimics. All but one of these peptides showed results as good as had been
previously achieved with PepFect14. The only peptide slightly less effective than the others
was C-12-14, as the transfection resulted in a steep rise in mMRNA levels of I1L-8, which acts as

an activator of the immune system in organisms (Rebane et al, 2014).

Five different single-stranded microRNA-146a mimics, synthesized by Jesper Wengel, were
taken into keratinocytes and the changes in gene expression of known miR-146a target genes
IL-8, CARD10 and IRAK1 were analyzed. Three of these mimics had an RNA structure, but
two had either one or two UNA molecules added. None of the used single-satranded molecules
showed functioning similar to endogenous miR-146a in the cells. The transfection mix used to
insert the mimics into cells had miRNA-peptide ratio of 1:17. Since this is the ratio normally
used for transfecting double-stranded mimics, it was changed in the hope of finding an optimal

miRNA-peptide ratio for effective transfection of single-stranded mimics. The amount of
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peptide was decreased until the ratios were 1:10 and 1:5. The most effective strand from the
first experiment, mimic with a single UNA monomer, was chosen to use in a new study using
different ratios. As a control, the 3’-strand from the first experiment was used. The results
showed that changing the miRNA-peptide ratio did not improve the effectivess of single-
stranded mimics. Even though their presence in cells was detected using RT-gPCR, they did

not function as expected.

Next, the 3’-single stranded mimic was mixed with each of the other single-stranded mimics to
create double-stranded mimics. Their entering into cells and functioning was analyzed using
the same target genes as before. This time, the results were positive as the transfection with
double-stranded mimics showed changes in gene expression that were similar to endogenous
miRNAS.

To sum up, this thesis showed that even though single-stranded microRNA mimics enter
keratinocyes, they are not functional in the cells. Their effectiveness did not improve neither
by adding unlocked nucleic acid monomers into the mimics nor by changing the peptide-
miRNA ratio in the transfection mix. However, the double-stranded mimics, created by
mixing the single-stranded mimics together, showed functionality in the cells. This thesis also
tested five different cell-penetrating peptides, only one of which had previously been used to

transfect miRNA mimics, and found out that all of those peptides worked effectively.
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