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Sissejuhatus

Haigusseisundite parandamiseks vdi hindamiseks tdasate Uhendite (naiteks
valkude, nukleiinhapete, ravimite, kudesid viswedisvate molekulide) transport rakku on
piiratud nii nende molekulide flusiokeemiliste omsi#ukui ka raku hudrofoobse lipiidsest
kaksikkihist koosneva plasmamembraani tottu. Steeid@javad terapeutilised Uhendid rakku
jéudmiseks transportvektorite abi.

Transpordiks on valja tootatud erinevaid viirusf@hinevaid ja mitteviiruslikke
transpordistrateegiaid, millest viimate seast ordawdevikuperspektiivi ka rakku sisenevad
peptiidid (RSP-d). Praeguseks on kindlaks tehtedl@lO erineva RSP (Ziegler, 2008), mille
hulgas on nii looduslikke, stnteetilisi kui ka kiégm&eid jarjestusi (Lindgren ja Langel, 2011).
Lisaks sellele disainitakse pidevalt uusi ja mdsiéeritakse juba teadaolevaid RSP-sid, et
muuta Uhendite transport veelgi tbhusamaks.

RSP-sid saaks rakendada kandjavektoritena haigamggekasutatavate thendite jaoks,
seetdttu tuleb nende valjatootamisel kontrollida transfektsiooniefektiivsust kui ka
veenduda ohutuses. Eelmainitud omaduste uurimismks transfekteerimisel voimalik
kasutada reporterplasmiidgl@smid display (Gao jt, 2010).

Erinevate RSP-de seast on kasutatud plasmiidse Ka#djana ka Transportaan 10-ne
(TP10-ne) steartulimisel saadud derivaati PepFe¢E-3-e) ning antud RSP omab vorreldes
TP10-ga suurenenud transfektsiooniefektiivsust thgh 2011). Seetbttu on PF3 vodetud
aluseks paljude uute RSP-de disanimisel. PF3-seédasi arendatud mitmeid NickFectide
(NF) perekonda kuuluvaid peptiide, mida on edukadtkendatud nii splaissingut
korrigeerivate oligonukleotiide (Oskolkov jt, 201 5iRNA-de kui ka pDNA-de (Arukuusk,
2013) rakku viimisel.

K&éesoleva bakalaureuset6d eesmargiks on sunte¢sidke faasi peptiidisinteesi
(SPPS) meetodil uued NF1 ja NF2 analoogid L1 jgal@urida nende efektiivsust plasmiidse
DNA (pDNA) kandjavektoritena. L1 ja L2 jarjestusestinevad NF1-st ja NF2-st selle
poolest, et fosfaatrihm ja seda kandnud aminohaesendatud glutamiinhappega. Kuna see
on ainus muutus, on vAimalik hinnata, kas antudijogge penetreerumisvdime on seotud
jarjestuses fosfaatrihma olemasoluga voi taiendaegatiivse lisalaenguga. Antud
uurimustdo viiakse labi Tartu Ulikooli tehnoloogiatituudi molekulaarse biotehnoloogia

laboris.



1 Kirjanduse ilevaade

1.1 Uhendite rakku transportimise strateegiad

Geneetilise materjali vbi potentsiaalsete terapetgi ravimite kohaletoimetamine
organismi muudab v@imalikuks parilike ja elu jooksamandatud haigusseisundite ravi.
Toime avaldumiseks tuleb terapeutilised molekulid vakkudesse, kuid oma flisiokeemiliste
omaduste tottu ei l&bi nad enamasti plasmamembeganijdua toimekohani (Ezzat, 2010).
Lisaks muudavad suurte ja laenguga Uhendite tramspee raskeks mitmed bioloogilised
barjaarid. Esiteks, rakku transporditavad ainedragdébima plasmamembraani ning tuuma
viidavad Uhendid ka tuumamembraani. Teiseks tuléltida lastmolekulide lagundamist
rakuensuumide poolt. Nendest takistustest Ulesa&siien thendite rakku transportimiseks
valja to6tatud mitmeid viirusvektoreid ja mittewiglikke transpordistrateegiaid. (Al-Dosari ja
Gao, 2009) Kaoikidel neil strateegiatel on arvuke#liseid, aga ka kasutamist piiravaid
puudusi. Puudusi piiutakse meetodite taiustamiségalkiada, et tagada tulevikus ohutu ja
efektiivne bioaktiivsete ainete transport haiguatgks.

Erinevatest transpordiviisidest on kdige efektimsgiirusvektoritel pdhinev meetod,
mis tagab kauakestva geeniekspressiooni ja kdegesfektsioonitaseme. Samas on viirustel
pbhinevatel vektoritel ka arvukalt puudusi. Naiteks Kliinilised katsed néidanud, et
viirusvektorite kasutamisel voib tekkida age immwastus ja on oht insertsiooniliseks
mutageneesiks sihtmarkorganismis. Mdlemad viiruswrgk poolt esilekutsutud seisundid
vOivad organismile modjuda letaalselt. Lisaks piirabrusvektorite rakendamist nende
tootmise keerulisus ja piiratud viiruse genoomesiatava geneetilise materjali suurus. (Gao
jt, 2007)

Viirusvektorite ohutumaks alternatiiviks on mitteuslikud transportstrateegiaid, mis
jagunevad fuusikalisteks ja keemilisteks meetoditdkitsikaliste transfektsioonimeetodite
puhul toimetatakse Uhendid rakkudesse pisisustktrelporatsiooni, geenipissi jne abil.
Fuusikaliste meetodite peamisteks puudusteks oraimadvivo efektiivsus, kdrge hind ja
spetsiaalse aparatuuri olemasolu vajadus (Mehienbéut ja Guy, 2005). Keemilistest
transpordimeetoditest on ainete kohaletoimetamiséka arendatud efektiivseid sunteetilisi
ja looduslikke kandjaid, ndaiteks katioonseid ligiid katioonseid polimeere ja rakku
sisenevaid peptiide (RSP-sid). Keemilised kandjadeeglina ohutumad kui viirusvektorid,
kuna ei tekita ise mutatsioone, kuid vbivad sanesile kutsuda immuunvastuse. (Gao |t,
2007)



1.2 Rakku sisenevad peptiidid

Osad looduses esinevatest valkudest omavad voiaiedal rakumembraane. Neist
valkudest luhikeste rakus liikumise eest vastumayatjestuste eraldamisest sai alguse rakku
sisenevatel peptiididel (RSP-del) pbhinev transistrateegia (Ezzat jt, 2010). Esimesena
suudeti naidata keemiliselt stinteesitud 86-st ah@ppest koosneva rekombinantse Tat valgu
vOimet liikuda labi rakumembraani ja translokeertilama (Frankel ja Pabo, 1988). Seejarel
demonstreeriti narvirakkudesse sisse voetavat 60nddmappe pikkust aadikakarbse
(Drosophila melanogastgr antennapedia homeodomdaani (Joliot jt, 1991). dAntu
homeodomaé&anist eraldati 1994. aastal esimene RBPBksmli 16-st aminohappest koosnev
pAntennapedia (pAntp), mis tdnapéeval omab ka meretratiin (Derossi jt, 1994). Esimese
RSP avastamine viis omakorda transportaani (TR)d®¢t, 1998), oligoarginiini (Wender jt,
2000) ja paljude uute RSP-de valjatéotamiseni, seda identifitseeritud peptiidide
modifitseerimise kui ka uute disainimise labi.

Praeguseks on kirjeldatud juba tle 100 RSP (Zieg@®8) ning looduslikest valkudest
eraldatud RSP-de (nt penetratiin) kdrvale on digainka sinteetilisi (nt oligoarginiin) ja
kimaarseid jarjestusi (nt TP10). Kimaarsed pemtiikibosnevad nii tehislikest osadest kui ka
looduses esinevatest jarjestustest, samas kui edilised peptiidid on taiesti tehislikud
(Lindgren ja Langel, 2011). Lisaks eelmainitud RE&Pragunemisele kolme rihma paritolu
alusel (naturaalsed, sunteetilised ja kimaarsesi)tktakse ka 2008. aastal Ziegleri poolt valja
pakutud jaotust, mis lahtub peptiidi aminohappslisgarjestusest ja seostumisest
plasmamembraaniga. Antud klassifikatsiooni aluselipgeruvad RSP-d kolme klassi:
primaarsed amfipaatsed, sekundaarsed amfipaatsed nmvtieamfipaatsed. Primaarsed
amfipaatsed RSP-d (nt TP10) koosnevad jarjestiklaiknevatest hidrofoobsetest ja
katioonsetest domaanidest ning olles tldpilisele @0 aminohappe pikad, ulatuvad
plasmamembraani sisemusse. Sekundaarsed amfipa®S#id (nt penetratiin) on
primaarsetest lUhemad ja nende amfipaatne iselddjandub sekundaarstruktuurides alfa-
heeliksi vbi beeta-lehe konformatsioonide tekkirhisgembraanis paiknevate lipiididega
interakteerumisel. Mitteamfipaatsed RSP-d (nt @rgmiin) on tavaliselt kdige lihemad ja
nende jarjestuses on valdavalt katioonsed amin@thmeetdttu seonduvad nad ka ulekaalus
anioonseid lipiide sisaldavatele membraanidelesdlér, 2008)

RSP-d on enamasti kuni 30 aminohappest koosnevadokaed ja/vOi amfipaatsed
jarjestused (Ezzat jt, 2010) ning on markimisvaaree¢ enamus RSP-d sisaldavad
fusioloogilise pH juures positiivselt laetud amiapipeid ligikaudu vahemikus 17 kuni 100%
(nt polbarginiinid) (Mueller jt, 2008). RSP-de tahs seisneb selles, et nad on tdhusadtro
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ja in vivo transfektsioonireagendid, mis on vfimelised transma rakkudesse biomolekule,

mis ei suudaks iseseisvalt liikuda Ule hudrofoopssmamembraani. Lisaks sellele aitavad
RSP-d séilitada tUhendite bioloogilise aktiivsuse rklius. (Fonseca jt, 2009) Ainukesed
vektorid, mis on vorreldavad RSP-d@e vivo efektiivsusega, on viirusvektorid (Jarver ja

Langel, 2004), kuid just ohutuse seisukohalt on f%Rlistatumad.

1.3 RSP-dega transporditavad thendid

Tanasel paeval on kasvav vajadus transportvekt@rede, mis viiksid rakkudesse
erineval otstarbel kasutatavaid uhendeid. Enamémabkolevaid vektoreid on kas ohutud,
kuid mitte piisavalt tdhusad, voi vastupidi. RSPy aga makromolekulide transportimisel
iimutanud korget efektiivsust ja madalat toksilisuseda niiin vitro kui kain vivo katsetes
(Fonseca jt, 2009). Lisaks viitavad edukadivo katsed, et RSP-d omavad suurt terapeutilist
potentsiaali erinevate inimestel esinevate haigustis (Mae ja Langel, 2006).

Eesmargiga uurida, diagnoosida ja ravida haiguseid, praeguseks RSP-sid
rakendatud varieeruva suurusega Uhendite rakkuiseka. Transporditavate biomolekulide
hulka kuuluvad bioloogiliselt aktiivsed valgud, neiknhapped, kudesid visualiseerivad
uhendid ja teised raviotstarbel valja tootatud aifjeonis 1). (Stewart jt, 2008) Naiteks on
kasutatud penetratiini, et transportida p53-stdatald PNC-28 peptiid rakkudesse kasvaja
arengu blokeerimiseks ja kasvaja supressorvalgu fpBBtsiooni taastamiseks (Michl jt,
2006). Peale selle on naidatud, et penetratiini seguliiniga parandab insuliini imendumist
soolest (Kamei jt, 2008). Terapeutiliste GUhendimnsportimisel rakendatud RSP-de naiteid
on veel teisigi.

Eelmainitud lastmolekulide transportimiseks seatakad RSP-dega nii kovalentsete
sidemete kaudu, kui ka mittekovalentsete interaktide abil. Eelistatum on neist
mittekovalentne strateegia, kuna kovalentsete keksle loomine on aegandudvam ja
kulukam. Mittekovalentne strateegia voimaldab ssewv&omplekse tekitada lihtsalt kahe
thendi kokkusegamisel ja vahendab t6endosust, & R#ib lastmolekuli bioaktiivsust.
(Heitz jt, 2009)
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Joonis 1.RSP-ga rakkudesse transporditavad Uhendid (Ste20408)

1.3.1 Nukleiinhapete transport RSP-dega

Nukleiinhapped vbéimaldavad paljude haiguste rawidkegatiivse laengu tottu labivad
nad eukariootsete rakkude plasmamembraani madaéktinefusega. Lisaks on
nukleiinhapped plasmamembraani labimisel vastuwd@dli nukleaaside vahendatud
lagundamisele ning ei jdua seetdttu oma toimimiskotuuma. (Al-Dosari ja Gao, 2009).
Seetbttu on nukleiinhapete rakkudesse transpodkaisaja kasutada kandjavektorite abi.

Rakku siseneva peptiidi pAntp vahenduseailtisenseoligonukleotiidide rakkudesse
toimetamisega demonstreeriti esmakordselt, et RS#hdvdimelised lisaks valkudele
efektiivselt kandma ka nukleiinhappeid (Allinqught 1995). Antud |abimurre oli oluline
edasiminek nukleiinhapete kasutamises ravimikamdidena. Lisaks seisnesntsense
tehnoloogia olulisus vdimes inhibeerida peaaegsaevitud geeni ekspressiooni. Praeguseks
on seda Uritatud saavutada RSP-de ja oligonukdidii konstruktide abil mitmete geenide
puhul (Jarver ja Langel, 2004).

Peale selle rakendatakse RSP-sid ka luhikeste @laigte splaissingut korrigeerivate
oligonukleotiidide (SKO-de), kaheahelaliste geenmigigtavate SiRNA-de, plasmiidsete
DNA-de (pDNA-de) jne transportimiseks (Ezzat jt, 1P). pDNA-ga transfekteerimise
eesmargiks voib olla funktsionaalse geeni, midawoigm ei ole vdimeline ise tootma, rakku
viimine. Samuti v@imaldavad reportergeeni sisaldavpaDNA-d kontrollida RSP-de
transfektsiooniefektiivsusplasmid display (Gao jt, 2010).

RSP-de rakendamisel nukleiinhapete transportvektai on véimalus kasutada nii
kovalentset kui ka mittekovalentset strateegiaft@je 2009). Naiteks voib oligonukleotiidid
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uhendada RSP-dega disulfiidsildade kaudu, mis tisecuvad redutseerivasse keskkonda, sh
tsiitoplasmasse, jdoudes ning lastmolekul vabanetatkiz 2010). Samas on oligonukleotiidid
voimelised moodustama RSP-dega ka mittekovalentdachplekse, seda peptiidide
jarjestuses olevate positiivsete laengute ja niuklapete negatiivsete laengute kaudu (Heitz
jt, 2009).

1.4 RSP-de sisenemismehhanismid

Teoreetiliselt hdlmab RSP-de rakkudesse sisenesminevaid etappe (Mée jt, 2009).
Esiteks toimub esmase kontakt loomine RSP-de japiaka vahel ning see maarab ara
kasutatava sisenemismehhanismi (Heitz jt, 2009yndiges etapis translokeeruvad RSP-d lle
plasmamembraani, kuid praeguseks pole tapselt teaddist sisenemismehhanismi
kasutades. Uuringud on naidanud, et 0ks RSP on elfien soltuvalt
eksperimenditingimustest kasutama mitut erinevidtuaisenemise meetodit, mis dldjoontes
jaotuvad kahte riilhma: endotsiitoos ja otsene trigatsioon. Peale selle on teada, et RSP-de
sisenemismehhanismi valikut mdjutavad mitmesugyssatiidi ja lastmolekuli omadused.
Nendeks omadusteks vdivad olla peptiidi pikkustnfedekuli suurus, laeng jne (Mueller jt,
2008). Viimane etapp hélmab RSP-de liikkumist eratewakusiseste organellideni, oluline on
veel, et endotsutoosi teel sisenenud RSP-d valjugaikulitest. (Mae jt, 2009)

Endotstitoos on RSP-de peamine rakkudesse sisenersig®uchardt jt, 2007) ning
selle toimumise korral moodustub plasmamembraasesbpistumisel tstitoplasmasse edasi
liikuv vesiikul, mille sisemusse jaab RSP ja lasiehali kompleks (Doherty ja McMahon,
2009). Endotsutoos on energiast soltuv protsess, jaguneb kaheks: fagotsitoosiks ja
pinotsitoosiks. Suuremate osakeste sisenemiseludakke kasutatakse fagotsutoosi ja
vedelike ning vaiksemate komponentide omastamiseligiitoosi (Conner ja Schmid, 2003).
Omakorda vdivad RSP-d siseneda rakkudesse erinpvettsitoosiradade kaudu, milleks on
makropinotsttoos (Wadia jt, 2004), klaritiin-sdltiendotstitoos (Richard jt, 2005) voi
kaveoliin-sdltuv endostitoos (Fittipaldi jt, 2003Peale selle on RSP ja lastmolekuli
komplekside sisenemisel vdimalik kdikide radade aaegne rakendamine (Duchardt jt,
2007).

Eelnevalt mainitud endotsttoosiradade kasutamiseilpon oht RSP ja lastmolekuli
kinnijaamiseks endotsutootilistesse vesiikulitessg see vahendaks transporditavate ainete
biosaadavust rakus (Mueller jt, 2008). Seetdttwoluline mdista peptiidi ja lastmolekulide

omaduste mdju sisenemismehhanismi valikus ja padm&SP valjumist vesiikulitest.

10



1.5 RSP-de toksilisus

RSP-de toksilisust on uuritud suhteliselt vahe,dksiiani on RSP-de vahendatud
Uhendite transport rakkudesse naidanud madalamasilisast vorreldes teiste
transfektsioonimeetoditega. Siiski voib RSP-de kasisel transportvektoritena kaasneda
toksilisus, seda naiteks RSP liikumisel Ule plasertraani vOi peale peptiidi ja
lastmolekuli kompleksi jdudmist raku sisemusse.ndherg ja Langel, 2003) Naiteks on
kdrgematel RSP-de kontsentratsioonide kasutamigbEldatud RSP-de toksilist mdju
rakkudele, seda tdendoliselt sisenemisel tekkivagembraanihairete tottu, mis viivad
tsitoplasma lekkimiseni (Saar jt, 2005). Lisaks aBedRSP-de translokeerumine suure
tbenaosusega ka plasmamembraanis paiknevate vdikokisioneerimist ja méjutab seelabi
rakkude elumust (Lundberg ja Langel, 2003). Seetéiteb uute potentsiaalsete RSP-de
valjatootamise jarel veenduda ka nende ohutuses.

On olemas mitmeid meetodeid, mille abil hinnatakasete mdju rakkude
elujoulisusele, ning heaks indikaatoriks RSP-de@tléemise jarel on plasmamembraani
lekkimise tuvastamine. Uheks meetodiks on tripaésesiisamine (Melamed jt, 1969). Kuna
seda vérvainet ei voeta sisse elusatesse, tersm@embraaniga rakkudesse, vbimaldab see
vorrelda RSP-dega t6ddeldud rakukultuuris olevatenigd rakkude arvu elusate rakkude
omaga. Peale selle on RSP-de indutseeritud taksilizdimalik hinnata ka katioonse
florokroomi propiidiumiodiidiga (PI), mis rakku geemisel seondub DNA-ga (Smolewski jt,
2002). Sarnaselt triipaansinisega ei ole Pl vbiragiihima intaktset plasmamembraani.

RSP-de tsiitotoksilisuse hindamiseks kasutataksgykal ox-GI3" Cytotoxicity Assay
d, mis mdddab tsltotoksilisusega seotud protedistiiaktiivsust. Antud testis kasutatakse
luminogeenset peptiidisubstraati (AAF-Glosubstraat), et mééta proteaasi aktiivsust, mida
vabastavad ainult intaktse membraani kaotanud ralAmud substraat ei [&bi tervet
plasmamembraani ja kuna elusad rakud seetottu @digeiaanna, on voimalik leida surnud
rakkude arv. Peale AAF-GIY substraadiga toétlemist ja surnud rakkude arvu tmisd
lUUsitakse Ulejdénud rakud, et leida kogu rakkude.aRakkude elumusevi@bility) leiab

kdikide rakkude arvust surnud rakkude arvu lahusanel.

1.6 RSP-de modifitseerimise vdimalused

RSP-d on osutunud atraktiivseteks thendite raklagd&gsnsportimise meetodiks, kuid
nende kohaletoimetamise efektiivsust piirab RSRagégmolekuli komplekside kinnijaamine

endosomaalsetesse vesiikulitesse. Sellest taksstiifessaamiseks tuleb RSP-sid keemiliselt
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modifitseerida. Uheks strateegiaks on peptiididakvhappejaskide lisamine (Mae jt, 2009).
Naiteks on amfipaatsetele RSP-dele steartulrihnmsamine naidanud peptiidide
endosoomidest vabastavat toimet ja viinud transfeénhi tuntava tdusuni rakkudes, seda eriti
steartdlitud TP10-ne puhul (Lehto jt, 2011). Lisaktsartulrihmale on RSP-dega seotud
viirustest eraldatud fusogeenseid peptiide (nt HA2) kutsuda esile lastmolekulide
vabanemist vesiikulitest (El-Sayed jt, 2009). Veal vélja arendatud penetratiini analoog
EB1, mis on vdimeline endosoomidest kergemini vaju Seda tden&oliselt seetdttu, et
peptiid moodustab endosoomide happelises keskkoamdipaatse heeliski struktuuri, mis
aitab labida endosoomide membraane (Lundberg (720

Endosoomidest vabanemise jarel on oluline veel B&SRahendusel transporditavate
lastmolekulide joudmine spetsiifiliste sihtméarkrakleni. Naiteks vahiravis kasutatavate
Uhendite transportimisel tuleks rakendada ka vkkirde spetsiifilisi RSP-sid, sest vastasel
juhul manustataks ravimeid nii immortaliseerunud ka tervetele rakkudele. (Fonseca |jt,
2009) Antud spetsiifilisuse saavutamiseks on RSH«<idige konjugeeritud vahhoming
domeene ning Uheks naiteks on gliooma spetsiifiledeori gHoPe2 loomine (Eriste jt, 2013).

Sihtmarkrakuni jdudmise jarel peab RSP koos lastkdiga liikuma rakusiseste
organellideni. Suurem osa uurimustest on keskerdlypaamiselt RSP-de liikkumisele labi
plasmamembraani ning vahem on uuritud peptiididelpist rakusisestesse organellidesse.
Kuna enamik RSP-dest lokaliseeruvad tuuma voi pdésmasse, vOib bioloogilist voi
meditsiinilist téhtsust lisada RSP-de kasutamised&us neid modifitseerida viisil, mis
muudab peptiidide sihntmargiks ka teised rakuordahé€Fonseca jt, 2009) Eriti kasulik oleks
see juhul, kui rakku transporditav lastmolekul péabktsioneerimiseks olema konkreetses
asukohas. Naiteks voOidakse erinevate haiguste rkasitada mitokondrite spetsiifilisi
ravimeid ning jarelikult vajavad need ravimid toimseks juurdepaasu sellesse organelli.
Nende ravimite kohaletoimetamist on Uritatud saadat stinteetiliste mitokondritesse
sisenevate peptiidide (MSP-de) arendamisega. Sdtnesku plasmamembraane labivate
RSP-dega, peavad MSP-d olema katioonsed, kuid slissddlele ka lipofiilsed, sest
mitokondrite membraan on vorreldes raku plasmamaaniga veel hidrofoobsem. (Horton
jt, 2008)

1.7 Transportaanist NickFectideni

Transportaan on 27 aminohappest koosnev kimaanpi@dyemille aminoterminaalses
osas paikneb kaksteist aminohapet neuropeptiidiEingn ja karboksuilterminaalses osas

neliteist aminohapet vapsiku toksiinist mastopansag neid jarjestusi thendab lusiin (Pooga
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jt, 1998). Transportaani jarjestuse osalise kdmamalide teel on saadud 21 aminohappest
koosnev TP10 (Soomets jt, 2000) ning sellele pdifgiiN-terminaalsesse otsa steartulrihma
lisamisel veel efektivsem kandjavektor steartiltlRehk PepFect3 (PF3) (Méae jt, 2009).
TP10-ne steartdlimine tdi kaasa tuntava pDNA tekisfooni tdusu rakkudes, tdendaoliselt
tanu RSP ja lastmolekuli kompleksi paranenud enalosdest vabanemisele (Lehto jt, 2011).
Seetdttu on uute RSP-de disanimisel lahtutud kad$eF3

PF3-e baasil on arendatud ka NickFectid (NF-id).1idFja NF2-s asendati PF3-e
8.positsioonis olnud isoleutsiin hiidrofoobsema arnappega treoniin ja jarjestusse lisati ka
fosfaatrihm, mis on teatavasti Uks rakumembraammpgament. Fosfaatrihma lisamine
peptiidahelasse tostis veelgi selle hidrofoobsustrendas pH sdltuvust ja vdhendas laengut.
NF1-l on fosforttlgrupp lisatud tirosiinile (Tyr8)lja NF2-I treoniinile (Thr8-le). Need kaks
RSP-d onin vitro eksperimentides naidanud vOimet efektiivselt tpanda splaissingut
korrigeerivaid oligonukleotiide, seda lausa nelirde kdrgema efektiivsusega Kkui
Lipofectaminé2000. (Oskolkov jt, 2011) Lisaks splaissingut kpeerivate oligonukleotiide
transportimisele on NF perekonna peptiide edukakemdatud siRNA-de ja pDNA-de
viimisel erinevatesse rakutttpidesse (Arukuusk320%eda arvesse vottes on mitmed NF-id

sobilikud kandidaadid ki vivo katseteks.

1.8 Tahke faasi peptiidislintees

Peptiidide stnteesimiseks vOib kasutada nii vedslikkui ka tahkel kandjal
peptiidisiinteesi. Tanapaeval kasutatakse enamasteBVerrifieldi valja to6tatud tahke faasi
peptiidisiinteesi meetodit (SPPS) (Merrifield, R, B963), kuna see vbimaldab lihtsamalt ja
kiiremini stinteesida pikemaid peptiide. Tahke karkijlge stinteesitava peptiidi eeliseks on
vOimalus kasutada ulehulgas reagente, viia kdikesian etapid 1abi thes reaktsioonindus ning
pesta vOi filtreerida Ulearune kogus reagente javadprodukte valja. Selleks peavad
protsessis kasutatavad tahked kandjad olema l|ahatid slnteesimisel lisatavatele
lahustitele. Sobilikeks kandjateks on ristseotudrestn-diveniulbenseeni kopolimeerid,
millele kinnituvad funktsionaalrihmadega vahelididk linkerid (tavaliselt 0,5-0,8 mmol/g
kandja kohta). Vahelllid on vajalikud esimese arhappe seondumiseks tahkele kandjale.
Pikemate kui 25 aminohapet vOi keerulisema struidau peptiidide puhul kasutatakse
vaiksemat vahelulide arvu kandja kohta (0,1-0,2 tghoReagentide juurdepaasu terakeste
maatriksis olevate vahelilideni vdimaldavad diklostaan (DCM) ja N, N-
dimetidlformamiid (DMF) lahused. DCM-i lisatakselijpgtereenipdhise kandja pundumiseks

ja DMF-i reagentide lahustuvuse parandamiseks. (Ardht, 2005)
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Peptiidahela sunteesimisel C-terminusest N-terneingsiunas kasutatakse tahke
kandjana 4-mettulbenshudriatlamiini (MBHA), mille i on vaheltli funktsionaalseks
rihmaks NH. Peptiidisintees koosneb korduvatest protsessi@isgineses etapis seotakse
peptiidjarjestuse kdige C-terminaalsem aminohapgehi#i kaudu tahke kandjaga. Esimese
aminohappe seostumisele jargneb selle aminohagpeaitéerihma eemaldamine. Seejarel
aktiveeritakse jargmisena liidetava aminohappé Karboksullrihm. Oluline on, et
aktiveerimisel on seotava aminohappé Kéitserithm ning funktsionaalsed kdrvalrihmad
kaitstud. Aktiveerimiseks kasutatakse peamiselfofmsum ja uroonium reagente, néaiteks
sobivad DMF-s lahustatud N-[1H-Bensotriasool-1-(difpetiidlamino)metileen]-N-
metldlmetaanamiinium heksaflorofosfaat (HBTU) jahildrokstbensotriasool (HOBY).
Samuti lisatakse tertsiaalset amiini, nditeks NjilNepropuulettdlamiini (DIEA-d), mis aitab
kaasa aktivaatoriga reageeriva aminohappe karbmkdiitekkele. Selle tulemusena antud
aminohapped liituvad peptiidsideme tekkides. Anfudtseduuri korratakse kuni soovitud
aminohappejarjestuse saamiseni ning péarast viimasenohappe ajutise kaitserihma
eemaldamist toimub puUsivate kaitserihmade eemalaajaipeptiidi [6ikamine tahke kandja
kiljest. (Amblard jt, 2005)

SPPS jaguneb aminohapete ajutiste kaitserihmadgakaise alusel peamiselt kahte
rihma, milleks on Fmoc/tBu ja Boc/Bzl sinteesistegiad. Boc/Bzl strateegia puhul on
aminohappe ajutine Nkaitseriihm tert-Buttitilokstikarbonidl (t-Boc) happélne ning seega
eemaldatav trifluoroatseethappega (TFA-ga). Pepti@kamiseks tahkelt kandjalt ja
kdrvalahelate eemaldamiseks kasutatakse samutit,hapéleks vdib olla veevaba
vesinikfluoriid (HF). Kuna Boc/Bzl keemias t-Boeemaldamiseks kasutatav HF on ulimalt
toksiline ja voib korge happelisusega keskkonnamise tottu pdhjustada molekulide
struktuuride lagunemist, eelistatakse peptiidisésitkkasutada Fmoc/tBu strateegiat.

Fmoc keemias on aminohappe ajutiseks’ Maitseriihmaks aluslabiilne 9-
fluoroenudlmetttloksukarbontuul (Fmoc) rihm ja kidnwamad, linker on kaitstud
happelabiilsete rihmadega. Ajutise Fmoc kaitserireamaldamiseks luuakse aluseline
keskkond 20% piperidiini lahuse lisamisega. (Amtblajt, 2005) Happelabiilsete
kaitserihmade eemaldamiseks vdib kasutada trifaiseethapet (TFA-d), mis sisaldab tioole
vOi silaane, naiteks triisopropuulsilaani (TIS-Tjoolide voi silaanide lisamine neutraliseerib
eemaldunud kaitserihmad ning ei lase neil tagasitkida.

Eelmainitud  aminohappe liitumisreaktsiooni ja  &tdi  kaitserihmade
eemaldamisreaktsiooni efektiivsust on véimalik kohida ninhudriin testiga (Kaiseri test).
Ninhtdriin test péhineb ninhddriini voimel sidudadaga vabasid aminorihmi ja moodustada

seejarel sinine Uhend. Vabade aminorihmade puudum#b lahus kollaseks. (Amblard jt,
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2005) Naiteks peaks Fmoc keemias parast uue anppehsidumist aminorihmad olema
kaitstud Fmoc rihmadega ning ninhidriin testi lablesna kollane. Kontrollimine naitab, kas
aminohapped on joudnud liituda igasse peptiidabelasMonikord on vajalik korrata
aminohappe sidumise reaktsiooni vdi blokeerida egaebtiidahelate edasine slntees, et ei

tekiks osaliselt puuduvate aminohapetega peptijdgtusi.

1.8.1 Sunteesitud peptiidide puhastamine

Sunteesitud peptiidid tuleb tahkelt kandjalt eeraaltse jarel puhastada, kuna stinteesi
kaigus tekib mingil maaral osaliselt puuduvate arhapetega jarjestusi ja vaike kogus
kdrvalprodukte (Doonan, 2002). Tavaliselt kasuts¢akeptiidide puhastamiseks pddrdfaas
vedelikkromatograafia (RP-HPLC) meetodit. RP-HPL®@hipeb molekulide Uksteisest
lahutamisele hidrofoobsuse alusel. Puhastamisekgdtakse roostevabast terasest kolonne,
mille statsionaarse faasi pind (silikageel) on netud hidrofoobseks ja tugevamini
vahempolaarseid aineid seondavaks. Selleks onagéidi hidrokstulrihmad asendatud
mittepolaarsete rihmadega, milleks vdivad olla aéétsiitl (C18), n-oktudl (C8), n-buttdl
(C4) jne. (Aguilar, 2004) Peptiidi elueeritakse yaeorgaanilise solvendi, tihti atseetonitriili
(ACN), lahuses labi kolonni (Doonan, 2002). Elusesel tduseb ACN-i kontsentratsioon
ning sellega muutub mobiilne faas vdhem polaargeksodustab hidrofoobsemate Ghendite
valjumist. Selleparast liiguvad polaarsemad, hiildefl ained, nt hudrofilsematest
aminohapetest koosnevad peptiidid, poordfaaskogonkiiremini vahempolaarsest ja

hidrofoobsest ainest.

1.8.2 Sinteesitud peptiidide analttsimine MALDI-TOF

massispektromeetriga

MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization timeflght mass
spectrometry massispektromeetria on kiire ja kasutusmugav mahmaaramaks tapselt
varieeruva suurusega Uhendite molekulmasse. Massismeetri kasutamiseks segatakse
vaike kogus uuritavat Ghendit maatriksiga ja pipetakse selleks ettendhtud plaadile.
Tavaliselt on maatriksiks-tsiiaano-4-hiudrokstkaneel hape (CHCA). Maatrikesd@deks
on eraldada analtudi molekulid Uksteisest ja kaitgtid laserkiirte poolt lagundatud saamise
eest. (Pan jt, 2007). Parast proovi kuivamist &sk$e plaat massispektromeetrisse ja

laserkiire toimel uuritav aine ioniseeritakse. B@@ritud molekule kiirendatakse elektrivaljas,
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kust nad lenduvad edasi detektorini lennutoru I6@Restektorini jdudmise aeg sdltub iooni
molekulmassist ja laengusin(?, suurema molekulmassiga osakesed lenduvad asglse
kui vaiksema molekulmassiga ning iga detekteenbaohi jarel registreeritakse spektris piik.
(Doonan, 2002) Sinteesitava peptiidi molekulmassiney valjaarvutamine vodimaldab

maarata, kas antud produkti leidub analtiGsitavassai
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2 Eksperimentaalne osa

2.1 ToOo6 eesmargid

Eksperimentaalse t66 eesmargid:

Sunteesida Fmoc/tBu tahke faasi peptiidisiinteasitesigiat kasutades jargmised
rakku sisenevad peptiidid:

L1 (Stearliul-AGELLGKTNLKALAALAKKIL-NH »);

L1 (StearUUl-AGYLLGKENLKALAALAKKIL-NH ).

Puhastada stinteesitud peptiidid poérdfaas vedehk#itograafiaga (RP-HPLC) ja
teha kindlaks digete produktide olemasolu MALDI-T@R&ssispektromeetria abil.
Hinnata sinteesitud peptiidide téhusust plasmiididmsportvektoritena kasutades
mittekovalentset ko-inkubatsiooni strateegiat. &l moodustatakse stlinteesitud
peptiidide kompleksid pGL3 plasmiidiga. Antud komksidega transfekteeritakse
HelLa (inimese emakakaelavahi rakud) ja MEF (hiirebdionaalsed fibroblastid)
rakke. RSP-de pDNA transportimise efektiivsust &fitakse Lipofectamid&2000-e,
NF1-e ja NF2-e vOimega.

Maarata peptiid/ pDNA komplekside mdju rakkude elgela CytoTox-
Glo™CcCytotoxicity Assaxpbil.
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2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Peptiidide slntees

NF1 ja NF2 on steartul-TP10 modifitseerimisel saa@l aminohappe pikkused
jarjestused (Oskolkov jt, 2011), millest on disaidiantud t66 jaoks RSP-d L1 ja L2.

Peptiidide (L1 ja L2) sUnteesimisel kasutati FmBa/ttahke faasi peptiidisiinteesi
meetodit. Peptiidid stnteesiti astmeliselt kasuga@lé mmol skaalat ning sinteesid viidi labi
kasitsi. Tahke kandjana kasutati 240 mg Rink-arMiBHA vaiku, millele olid kinnitunud
funktsionaalrihmadega vahelilid 0,41 mmol/g karkdjata. Peptiidahela sintees toimus C-
terminusest N-terminuse suunas. Sunteesimiseksi Wigki aminohappeid 5-kordses
tlehulgas funktsionaalrihmadega vahelllide kohjatiged aluslabiilsed Fmoc kaitserihmad
eemaldati 20%-lise piperidiini lahusega DMF-s jaldtavad aminohapped aktiveeriti 4-
kordses ulehulgas 0,5 M HOBt ja 0,5 M HBTU ning @dses Ulehulgas 5,8 M DIEA
lisamisel. Siunteesimisel kontrolliti iga Fmoc grupemaldamise ja uue aminohappe
litumisreaktsiooni efektiivsust ninhudriin testigang vajadusel korrati aminohappe sidumise
reaktsiooni vOi blokeeriti reageerimata aminorihichasisaldavate peptiidahelate edasine
slintees. Soovitava peptiidjarjestuse valmides ilisatmasena N-terminaalsesse otsa
steariinhape. Seejarel toimus peptiidi I6ikaminek&t kandjalt lahusega, mis sisaldas 95%
TFA-d, 2,5% vett ja 2,5% TIS lahust. Léikamisreadtsi jarel eraldati peptiid tahkest
kandjast ja sadestati vee lisamisel. Peptiidi absisele lisati jagkilma eetrit, et eemaldada
eetris lahustuvad orgaanilised ained, ja lahus ltdtn Eeter eemaldati ja vesifaasi jdanud
kilmunud peptiid kuivatati Gledd ltofilisaatoris.

Sunteesitud aine luofiliseerimise jarel toimus esgluhastamine koérvalproduktidest
RP-HPLC abil. Peptiidid lahustati lahuses ja l&étige rohu all liikuda labi poordfaasi HPLC
C4 kolonni. Gradiendiks oli 20-80% ACN#B lahus, mis sisaldas 0,1% TFA-d.

Sunteesitud produktide molekulmasside maaramiseksutéati MALDI-TOF
massispektromeetriat. Selleks segati vaike kogusgtawat Uhendit ettenahtud plaadil
maatriksigao-tstiaano-4-hudrokstkaneelhape (CHCA). Proovi kuiganrel asetati plaat
massispektromeetrisse, kus maatriks ja uuritav aigastati laserkiirte abil. loniseeritud
molekule kiirendati elektrivéljas, kust nad lenals6ltuvalt iooni molekulmassist ja laengust

detektorini ja iga detekteeritud iooni jarel reggstriti spektris piik.
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2.2.2 Kasutatud rakuliinid

Antud t66s kasutati HelLa (inimese emakakaelavakidp ja MEF (hiire embriionaalsed
fibroblastid) rakke, mida kasvatati 37°C juures 3@, keskkonnaga inkubaatoris. HelLa
rakke kasvatati DMEMDulbecco’s modified Eagle’s medilirsddtmes, millesse oli lisatud
10% veise loote seerumit (FBS-i), 0,1 mM asendadavaminohappeid, 1,0 mM
naatriumpdruvaati, 100 IU/ml penitsilliini ja 1Q@/ml streptomdtsiini. MEF rakke kasvatati
samade koostisosadega stotmes, kuid asendatavadhampped olid valja jaetud. Rakke

lahjendati iga 2-3 paeva tagant 2:10-le s66tmes.

2.2.3 Peptiid/plasmiid komplekside moodustamine

Eksperimentides kasutati lutsiferaasi ensiimi kodae pGL3 plasmiid. Tanu
plasmiidi fosfaatselgroo negatiivsetele laengutgée peptiidijarjestustes paiknevatele
positiivsetele laengutele moodustuvad RSP ja pldsrkbkkusegamisel elektrostaatiliste
interaktsioonide abil kompleksid.

Komplekside moodustamiseks segati uuritavat peptides pGL3 plasmiidiga
erinevate laengusuhete juures (CR1, CR2, CR3, CRKsmiidi ja peptiidi komplekside
ruumala pidi moodustama 1:10 rakkudele kantavagprliumalast (50Qul) ehk 50 pl.
Komplekse inkubeeriti 1 h toatemperatuuril ning j&eg kanti tle rakkudele, kuhu oli
eelnevalt pipeteeritud 45Ql taisso0det (s00det, mis sisaldas veise loote usger
asendatavaid aminohappeid, naatriumpuruvaati jiiaatikume) voi seerumivaba stddet.
Lipofectaminé™2000 kompleksid plasmiidiga valmistati tootja piaith alusel (Promega,
USA).

2.2.4 Komplekside transfektsioon rakukultuuri

Katse labiviimiseks kulvati 24 tundi enne erinevateptiid/plasmiid komplekside
pealepanekut 24-kaevulistele plaatidele HeLa voFPMiakke. Tapsemalt 50 000 rakku 1 ml-s
DMEM taiss66tmes Uhe kaevu kohta. Rakke inkube®TritC juures 5% Cgkeskkonnas.

Ettenahtud aja mooddudes asendati rakkudel olnud séade uuega, selleks pipeteeriti
plaadil olevastesse sod6tmest tiuhjendatud kannudés8eil seerumivaba voOi taissdddet,
Lipofectaminé"2000-ga toddeldavatesse rakkudesse pandidiG@odet. Seejarel kanti 4
tunniks rakkudele peale 50 peptiid/plasmiid komplekse erinevates laengusethdCR1,
CR2, CR3, CR4). Lipofectamiff2000-ga téodeldud rakke kasutati positiivse kofitral
ning neile lisati komplekse peale 100 Negatiivse kontrollina kasutati to6tlemata rakke
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neile rakkudele komplekse ei lisatud. 4 tunni matetulisati kdikidesse kaevudesse 1Q00
taissdddet ning inkubeeririt veel 20 tundi. 20 tumdddumisel eemaldati rakkudelt s6ode,
neid pesti PBS puhvriga ning ladsiti 1@Bis HKR puhvris, mis sisaldas 0,1% Triton X-100-
t. Luusimine toimus 30 minutit +4°C juures.

Rakkudesse RSP-de vahendusel transporditud pGlsSnpthlt toimub lutsiferaasi
ensuumi suntees ning antud enstum on lutsiferikgldeeriva omadusega. Lutsiferiini
olemasolul keskkonnas algab okstdeerimisreaktsiaohe kaigus eraldub valgusenergia,
mida on vdimalik m&&ta luminomeetriga. Antud juhrdkendati lutsiferaasi aktiivsuse
md6tmiseksGLOMAX™ 96 microplateluminomeetrit (Promega, Rootsi). Selleks pipeteerit
96-kaevuslisele plaadile 2Ql rakulisaati. RakulUsaadile lisati 8@ Luciferase Assay
Reageni ja koheselt mdddeti luminestsentsi. Saadud tuked normaliseeriti vastavalt
proovide valgu kontsentratsioonidele (Lowry, BioRa@), et vahendada rakkude arvukusest

tulenevaid vigu, ning kahe katse keskmised tuleshagsgatakse Uhikutes RLU/mg.

2.2.5 Tsutotoksilisus

96-kaevulisele plaadi igasse kaevu kulvati 24 tuedine eksperimendi labiviimist
10 000 MEF voi HelLa rakku 1Qd-is DMEM taissootmes.

Jargmisel paeval valmistati steriilses keskkonmaseeatel laengusuhetel (CR2, CR3,
CRS5) peptiidide (NF1, NF2, L1, L2) ja Lipofectamlf@€000 kompleksid pGL3 plasmiidiga.
Komplekse moodustati arvestusega, et igasse kadab|10ul. Komplekse inkubeeriti 1
tund toatemperatuuril ja ettendhtud aja moodudesdi Ineile seerumit sisaldavat taisséodet.
Eelmisel paeval kilvatud rakkudelt eemaldati s6falepandi peale 10Qu komplekse
taissootmes. Transfekteerimiseks jaeti rakud kokspdega 37 °C juurde 4 tunniks. Siis lisati
igasse kaevu 100 taissdodet ja inkubeeriti veel 20 tundi.

20 tunni moddudes hinnaytoTox-GI3" Cytotoxicity Assayabil peptiid/plasmiid
komplekside mo6ju rakkude elumusele, seda toksiigasseostatud proteaasi aktiivsuse

o™ substraadi abil,

kaudu. Esmalt mdddeti surnud rakkude proteaasdevsaist AAF-GI
mida lisati igasse kaevu 5@l. 15 minutit pérast substraadi pealepanekut mdddet
luminomeetriga luminestsentsi ja saadi surnud rd&karvud. Seejarel ludsiti ka elusad rakud
50 ul lhusilahuse Iysis Reagentisamisega igasse kaevu. Luusilahus oli kindlalsekorras
Digitonin ja Assay Buffer.15 minuti moddudes mdoddeti uuesti luminestseniisg reiti
totaalne rakkude arv. Totaalne rakkude arv vointaldmakorda maérata elusate rakkude
arvukuse Viability) surnud rakkude arvu kaudu. Tulemustes esitatalined on kahe katse

keskmised ning 100% vastab to6tlemata rakkude edetau
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2.3 Tulemused ja arutelu

Erinevate haigusseisundite ravis omavad potenisiaedpeutilisted nukleiinhapped
(nt pDNA-d, SKO-d, siRNA-d jne), kuid nende kasutsinimiteerivad ebastabiilsus seerumi
juuresolekul ja tagasihoidlik rakku sisenemise \@inviimane neist on tingitud thendite
suurest molekulmassist, negatiivsest laengustdadfiilsest olemusest. Seetbttu on esmaseks
valjakutseks nukleiinhapete kasutamisel arendaat@sportvektoreid, mis viiksid nad tuuma
ja takistaksid nende lagundamist rakuensitmidetp@dtDosari ja Gao, 2009)

Erinevatest transpordistrateegiatest on atraktiékse  nukleiinhapetele
kandjavektoriteks osutunud RSP-d, mis on madalattsksilisusega (Jarver ja Langel, 2004)
ja vbimega sdilitada transportimisel Ghendite ogitse aktiivsus (Fonseca jt, 2009). Samas
on RSP-de rakendamisel pDNA transporteritena jadrargsfektsiooniefektiivsus suhteliselt
madalaks. Toendaoliselt kasutavad RSP ja pDNA koksple sisenemisel erinevaid
endotsutoosiradu, jAdvad endosoomidesse I6ksienjiga rakutuuma.

Transfektsiooniefektiivsuse tdstmise eesmargil dtiidse pidevalt valja uusi VOi
modifitseeritakse juba olemasolevaid RSP-sid. Maiten saadud TP10-st stearttlimisel veel
efektivsem pDNA transporter PF3, sest steartikmipmarandas kompleksi vabanemist
endosoomidest (Lehto jt, 2011). PF3 baasil on atembka NickFect perekonna peptiide, mis
on samuti vBimelised tdhusalt transportima pDNAHdevatesse rakuliinidesse (Arukuusk jt,
2013). Lisaks sellele on NF-te kasutatud SKO-dek¢D®v jt, 2011) ja siRNA-de
transporteritena (Arukuusk jt, 2013).

Antud t60s disainiti ja stnteesiti uued NickFed\F1) ja NickFect2 (NF2) (Oskolkov
jt, 2011) analoogid L1 ja L2, et uurida nende vdirtransportida rakkudesse plasmiidset
DNA-d (pDNA-d). Reportergeeni sisaldavate pDNA-dansportimine on Uks kergemini
rakendatavaid meetodeid uute RSP-de transfektsfektiivsuse jalgimiseks plasmid
display) (Gao jt, 2010). Antud t66s kasutatakse peptiicitiktiivsuse uurimiseks lutsiferaasi
ensuumi kodeerivat pGL3 plasmiidi.

Toos kasutatud peptiidid NF1, NF2, L1 ja L2 (tali¢lerinesid Uksteisest vahesel
maaral. Kui NF1 turosiinile (Tyr3, Y) ja NF2 treamie (Thr8, T) on lisatud fosfaatrihm, siis
analoogidel on vastavalt turosiin voi treoniin ad&md glutamiinhappega (Glu, E). Nii
fosfaatrihm kui ka glutamiinhape omavad fisiolasgll pH-I negatiivset laengut. Antud
modifikatsioon tehti eesmargiga hinnata, kas Nickiehea penetreerumisvdéime on seotud
pigem jarjestuses fosfaatrihma, mis on ks rakumaamb komponent, olemasoluga voi

hoopis taiendava negatiivse laengu lisamisegasjiigse.
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Tabel 1.Eksperimendis kasutatud peptiidide jarjestusedgkekulmassid

Peptiid Jarjestus Molekulmass
NF1 Steartul-AG (PO3)LLGKTNLKALAALAKKIL-NH , | 2514
NF2 Steartul-AGYLLGK (PO3)NLKALAALAKKIL-NH , | 2514
L1 Stearlul-AGELLGKTNLKALAALAKKIL-NH 2400
L2 Steartul-AGYLLGKENLKALAALAKKIL-NH 2462

Peptiidid L1 ja L2 sunteesiti k&sitsi Fmoc/tBu tahfaasi peptiidistinteesi strateegial.
Soovitava jarjestuse valmides lisati vimasena Miteaalsesse otsa steartilrihm. Seejarel
Idigati peptiidid tahkelt kandjalt 95% TFA, 2,5%evga 2,5% TIS lahusega, ekstraheeriti
jaékilmas eetris, kilmutati ja kuivatati Uledd llishatoris. Saadud produkte analldsiti
MALDI-TOF massispektromeetri abil. Jargmiseks lahtiskumbki ltofiliseeritud produkt 2
ml-s 20% ACN/H20 lahuses, mis sisaldas 0,1% TFAadpuhastati RP-HPLC meetodil
kdrvalproduktidest.  Seejarel maarati produktide tpsh samuti  MALDI-TOF
massispektromeerit kasutades.

Puhaste peptiidide saamisel sooritati transfekisi@ised. Selleks transfekteeriti
HelLa (joonis 2) ja MEF (joonis 3) rakke erinevaaergusuhetega (CR1, CR2, CR3, CR4)
peptiid/plasmiid kompleksidega, mis olid moodustiatenittekovalentsel ko-inkubatsiooni
strateegial. Katseid viidi labi nii seerumit sisalds sd6tmes kui ka seerumivabas sddtmes.
Negatiivse  kontrollina  kasutati  tootlemata rakke jgositivse  kontrollina
Lipofectaminé"'2000-ga  toddeldud  rakke.  Lipofectami2000 on  kérge
transfektsiooniefektiivsusega lipiidne kandja, aggub rakkudele suhteliselt toksiliselt.

Katsete tulemuste pohjal selgus, et kdik neli peiptolid efektivsed pDNA
transportijad. L1 ja L2 naitasid ainult vahesel nafignadalamat transfektsiooniefektiivsust
kui NF1 ja NF2. Kdige madalamat pGL3 plasmiidi sfaktsiooniefektiivsust kasutatud
rakuliinides omas L1. L2 vOGime transportida rakksske plasmiidi oli vordvaarne NF1
efektiivsusega.

RSP-de efektiivsus sbOltus kasutatavast rakuliijgissellest, kas transfektsiooni viidi
l&bi seerumivabas vdi seerumit sisaldavad sootidasa seerum sisaldab proteaase, mis
lagundavad peptiid/plasmiid komplekse, siis seerwgisialdavas keskkonnas olid peptiidide
transfektsiooniefektiivsused madalamad kui seerabag sodotmes. Seerumivabas so6tmes
HelLa rakkude transfekteerimisel omasid k6ik RSPFPQA00-ga sarnast efektiivsust ning
CR2 ja CR3 puhul isegi suuremat. Seerumiga sooate &R SP-de plasmiidide transportimise

efektiivsused natuke madalamad kui LF2000-nde dwttak rakkudes, mis on ka raskemini
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transfekteeritavad, jaid RSP-de transfektsioontéfeised nii seerumiga s66tmes kui ka

seerumivabas s66tmes LF2000-st madalamaks.
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Joonis 2. pGL3 plasmiidi transport HelLa rakkudesse. TulerduselU-des (elative
luminescence uriton normaliseeritud vastavalt proovide valgusisséde. A) seerumit
sisaldavad s66tmes labiviidud transfektsioon, B)erwmivabas sootmes Ilabiviidud

transfektsioon.
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Joonis 3. pGL3 plasmiidi transport MEF rakkudesse. TulemudedU-des (elative
luminescence uriton normaliseeritud vastavalt proovide valgusisaéde. A) seerumit
sisaldavas s6o6tmes labiviidud transfektsioon, Berwsmivabas so66tmes Ilabiviidud

transfektsioon.

23



RSP-de kasutamisel kandjavektoritena on olulisastéega ka toksilise efekti
puudumine vOi esinemine vaga madalal tasemel. Tigksivdib RSP-de kasutamisel olla
seotud néiteks peptiidi rakku tundimisel tekkivatasmamembraani hairetega (Lundberg ja
Langel, 2003), seetdttu on oluline uurida RSP-desilist mdju. Antud uuringus hinnati
suinteesitud peptiidide ja pGL3 komplekside moju &lgd MEF rakkudele rakkude elumusele
kasutade€ytoTox-GI3" Cytotoxicity Assayl.

Varasemalt on uuritud NickFectide seast NF51, NfbBIF61 pDNA komplekside
(Arukuusk jt, 2013) ja NF1 ja NF2 SKO-de kompleksi(Oskolkov jt, 2011) toksilisust
erinevatele rakkuliinidele. Nende tulemuste jargn dNickFect perekonna peptiidid
vahetoksilised kandjavektorid. Antud eksperimers@altoé kaigus labiviidud katsete
tulemustest avaldus samuti, et RTP/plasmiid kongaklon suhteliselt vahetoksilised nii
HelLa (joonis 4) kui ka MEF (joonis 5) rakkudele.

Kdrgematel RSP-de kontsentratsioonidel on tahetd&8P-de toksilise mdju kasvu
rakkudele, sest tdendoliselt pdhjustavad Ule plasenabraani penetreeruvad peptiidid
haireid, mis viivad tsttoplasma lekkimiseni (Sdaa205). Ka antud katses suurenes koikide
RSP-de toksilisus RSP kontsentratsiooni tdustes] kiid ka CR5 juures madalamaks
LF2000-nde omast.

= 100 Bl CR2
ks ] CR3
23 sodfl1 1 1] L ] CR5
=R
O -
% S 60'
©
SE 40
g3
© 20+
S
~ 0- T T T T

é‘” é@, O NS (({LQQQ
v
Joonis 4.Peptiid/pGL3 komplekside tsitotoksilisus HelLa natt&s. HelLa rakkude elumust
mdddeti CytoTox-GI3" Cytotoxicity Assay—d kasutades 24 tundi peale erinevatel
laengusuhetel valmistatud pGL3/peptiid kompleksigealekandmist ja tulemused
normaliseeriti tootlemata rakkude elumuse vastQ¥a)
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Joonis 5. Peptiid/pGL3 komplekside tsutotoksilisus MEF ra#tks. MEF rakkude elumust

mdddeti CytoTox-GId" Cytotoxicity Assay—d kasutades 24 tundi

laengusuhetel

normaliseeriti tootlemata rakkude elumuse vastQ¥a)

valmistatud pGL3/peptiid kompleksigeealekandmist

peale erinevatel

ja tulemused
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Kokkuvote

Rakku sisenevad peptiidid (RSP-d) on tulevikupetspe omavad kandjavektorid
biomolekulidele, mida kasutatakse parilike ja elaksul omandatud haiguste ravis, seet6ttu
on oluline mdista RSP-de moju rakkudele ja muutd weel efektiivsemateks.

Antud bakalaureusett6d kirjanduse osas anti luhilevaadde RSP-dest ja nende
olulisusest erinevate  makromolekulide  kandjatena.isaks kirjeldati RSP-de
sisenemismehhanisme ning sellega kaasnevast vkusaltoksilisusest ja siinteesimisest
SPPS meetodil. Peale selle toodi Glevaade modsfid@idest, mis on tehtud Transportaanist
NickFectide perekonda kuuluvate peptiidide valjsddsel. Eksperimentaalses osas
suinteesiti NickFect perekonna peptiidide NF1 ja N#Raloogid L1 ja L2, et uurida nende
vOimet transfekteerida plasmiidset DNA-d rakkudesséuudatused analoogides tehti
eesmargiga hinnata, kas NickFectide voime efeldiivsanslokeeruda tle plasmamembraani
on seotud jarjestuses fosfaatrihma olemasolugapmisa iiks rakumemraani komponent ja
omab flsioloogilisel pH-lI negatiivset laengut, wdiendava negatiivse laengu lisamisega
jarjestusse glutamiinhappe naol.

Katsetulemuste pdhjal on rakku sisenevad peptidil ja NF2 vahesel méaéaral
parema pDNA transpordivimega kui nende analoogdighll 2. Samas on oluline markida, et
uued peptidid L1 ja L2 olid samuti arvestatava nsfektsiooniefektiivsusega
transportvektorid. Jarelikult sailis NickFectidadenane kdrge transfektsiooniefektiivsus ka
L1-s ja L2-s fosfaatrihma asendamisel glutamiinkgpp Seega leidis t60s kinnitust, et antud
peptiidide puhul on just negatiivhe laeng olulinédrde transfektsiooniefektiivsuse
saavutamiseks ning tdéenaoliselt mojutab fosfaatritegatiivse laengu kaudu NF1 ja NF2
efektiivsust.

L1-st ja L2-st osutus tbhusamaks pDNA kandjaveksoriL2, mille pDNA
transfektsiooniefektiivsus oli peaaegu sama kongeNE1-l ja NF2-I. Samas oli ka L1 hea
transfektsiooniefektiivsusega. Lisaks on L1 ja Lauhpl tegu ka vahetoksiliste
kandjavektoritega, mida on vorreldes NF1 ja NF2Hgmam siinteesida. Seetbttu omavad nii
L1 kui ka L2 perspektiivi ka edasiseks uurimiseks.

Lisaks senistele katsetele vbiks uurida ka uute tipgege Ll-e ja L2-e
sisenemismehhanisme ja kasutada neid ka teisieetdiliste Uhendite (nt SKO, siRNA jne)

transporteritena.
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Cell-penetrating peptides L1 and L2 for plasmid dalvery
Loora Laan

Summary

Cell- penetrating peptides (CPPs) are usuallytless 30 amino acids long sequences
that are capable of penetrating through cell mendwaand delivering different
macromolecules, for example pDNA, into cells. Ma@g using CPPs as delivery vectors is
considered to be a safe method.

NickFectl (NF1) and NickFect2 (NF2) are stearylai®d 0 analogues that differ from
their ancestor for having phosphoryl group addedheir sequence. This change has shown
quite good results in improving NickFects capapilto translocate across the plasma
membrane. So, based on NickFects it is possibtedate new CPPs that couls lead to even
better delivery properties.

In this study, two new NickFects analogues wersighed to test their ability to
transfect cells with pDNA. In new peptides, tha aalled L1 and L2, phosphoryl group was
replaced with glutamic acid. This minor modification peptide sequences were made to find
out if introduction of phosphoryl group to peptidssconnected with good ability to move
inside the cells or it is caused by the extra negatarge.

Transfection experiments revealed that NF1 and lB&sess only slightly better
ability to transport pDNA into different cell linesompared to L1 and L2. Consequently,
additional negative charge in stearyl-TP10 is ingg@t to achieve high transfection

efficiency.
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Tanuavaldused

Soovin siiralt tanada oma juhendajaid, Piret Argkauja Ulo Langelit abivalmiduse, lahkete

nduannete ja asjakohase kriitika eest. Samuti tdBaada koiki laborikaaslaseid abi ja
sObraliku 6hkkonna loomise eest.
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