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Kasutatud liithendid

CAT
CR
DAPI
GFP
HA2
IHC

LSCM

MQ
NGS
NLS
PBS
pDNA

PEGFP

PF14
pmCherry

PMO

PNA
RLU
RNAI
RSP

SCARA

Chloramphenicol acetyltransferase, kloramfenikool atsetiiiiltransferaas
Charge ratio, laengu suhe

6-diamidino-2-feniiiilindool

Green fluorescent protein, roheliselt fluorestseeruv valk
Hemaglutiniini 2

Immunohistochemistry, immunohistokeemia

Laser scanning confocal microscopy, laser saknneeriv

konfokaalmikroskoop

Deionoseeritud vesi

Normal goat serum, tavaline kitse seerum

Nuclear localization signal, tuuma lokalisatsiooni signaal
phosphate-buffered saline, fosfaatpuhverdatud fiisioloogiline lahus
plasmiidne DNA

Voimendatud roheliselt fluorestseeruvat valku (Enhanced green

fluorescent protein) kodeeriv plasmiidne DNA
PepFect 14
Plasmiid, mis ekspresseerib punaselt fluorestseeruvat valku mCherry

Phosphorodiamidate Morpholino Oligo, fosforodiamidaadiga

morfoliino oligo

Peptide nucleic acid, peptiidnukleiinhape
Relative light unit, suhteline valguse iihik
RNA interferents

Rakku sisenev peptiid

Klass A Scavenger retseptorid



SiRNA Short interfering RNA, lithike interfereceruv RNA
SKO Splaissingut korrigeeriv oligonukleotiid

TP10 Transportaanl10



Sissejuhatus

Geeniteraapia voimalikkuse avastamisest alates on otsitud meetodeid, kuidas
transportida terapeutilisi nukleiinhappeid sihtmérkrakkudesse. Siiani on enamus kliinilisi
katsetusi tehtud viraalsete vektoritega, mille valik on nende bioloogilist rolli arvestades
vagagi loogiline. Ometi kaasnevad viraalsete vektoritega mitmed komplikatsioonid, mis
panevad otsima teisi vOimalusi. Nukleiinhapete transfekteerimiseks rakkudesse on leitud
erinevaid fiiiisikalisi ja keemilisi meetodeid. Geeniteraapia seisukohalt vaadates on keemilised
meetodid eelistatumad, sest need pole nii invasiivsed, jouavad kohtadesse kuhu fiiiisiliselt on
keeruline ligi pddseda ja on lihtsamini manustatavad. Ometi on ka keemilistel meetoditel
omad puudused nagu ebaspetsiifilisus, madal transfektsiooniefektiivsus ja toksilisus.
Kahekiimne aasta jooksul on arenenud ja arendatud uute vektoritena rakkudesse sisenevaid
peptiide (RSP), mis on lithikesed, rakkudesse internaliseeruvad peptiidid, mis on vdimelised
endaga rakkudesse kandma erinevaid lastmolekule. RSP-d teeb ahvatlevaks nende korge
efektiivsus, viga madal toksilisus ja vdimalus juurde liita erinevaid markerjirjestusi, mis
parandavad nende spetsiifilisust, endosomaalset vabanemist ja suunavad RSP kidlasse
organelli. Kuigi RSP-d on efektiivsed pDNA transfektsioonivektorid rakukultuuris ja in vitro
katsetes, siis in vivo mudelites, mis on olulised terapeutiliste rakenduste uurimiseks, on
tulemused tagasihoidlikud ja vaid loetud edukad néited.

PF14 on rakkudesse sisenev peptiid, mis moodustab negatiivselt laetud
nukleiinhapetega mittekovalentselt seotud komplekse ning mille puhul on demonstreeritud
viaga head transfektsiooniefektiivsust erinevates rakuliinides, kuid ka in vivo Kkatsetes.
Katsetes, kus hiirtesse siistiti intravenooselt PF14/pDNA komplekse suudeti pDNA edukalt
transfekteerida erinevatesse kudedesse. Transfektsiooni efektiivsust mdddeti pDNA-It
ekspreseeritava lutsiferaasi aktiivsuse jargi ning kodige kdrgemat geeniekspresiooni kirjeldati
kopsus ja maksas. Kdesolevas to0s sooviti edasi selgitada, kuhu toimus transfektsioon kopsus
ja maksa. Selleks kasutati fluorestseerivat valku ekspreseeriva plasmiidi ja PF14 komplekse,
mis manustati intravenoosselt hiirtesse. Hiljem analiiiisiti katseloomade kopsu ja maksa

koeldike konfokaalmikrsoskoobiga, et ndha, kas ja kuhu oli transfektsioon toimunud.

T66 on valminud Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



Kirjanduse iillevaade

Transfektsioon

Transfekteerimine on nukleiinhapete tahtlik sisestamine eukariiootsesse voOi
prokariiootsesse rakku. Transfekteerimine on oluline meetod ja vahend, mis vdimaldab uurida
rakufiisioloogiat ja manipuleerida sellega. Nukleiinhape, mis on negatiivselt laetud, peab
lahenema ja ldbima samuti negatiivselt laetud rakuembraani, ning tegema seda ilma rakku
oluliselt vigastamata, mistdttu on see protsess tihtipeale viga komplitseeritud. Transfektsiooni
teostamiseks on erinevaid meetodeid, mis v3ib tehniliselt jagada fiitisikaliseks, keemiliseks ja
bioloogiliseks. Kdik need meetodid iiletavad rakumembraani poolt tekitatud barjdéri erineval
moel. (Kim ja Eberwine, 2010) Kuigi transfektsioon on in vitro katsete puhul vigagi edukas
olnud siis in vivo katsetes on tulemused tavaliselt kehvemad ja pole in vitro katsete jérgi

ennustatavad (Ruponen et al., 2003).

Transfektsiooni voib omakorda jagada funktsionaalselt kaheks, stabiilseks ja hajuvaks
transfektsiooniks, mille skeemid on esitatud joonisel 1. Stabiilse transfektsiooni puhul on
tegemist piisiva mehhanismiga, kus rakku sisestatud geenid integreeritakse raku genoomi.
Sellise meetodi puhul ei kao selle geeni ekspressioon ka peale rakujagunemist ja tekitatakse
transgeenne rakuliin. Hajuva transfektsiooni korral ei integreerita vodrast nukleiinhapet
genoomi ja rakk ekspresseerib transfekteeritud geenilt vaid lithikest aega, kuni geen
kaotatakse replikatsioonil voi monel muul viisil (Recillas-Targa, 2006).

A. Stable transfection B. Transient transfection
DA

\/\N\/ mANA

Transfection

4R N
\ /W\/\N\M\' [

Integration
Expression
Mucleus
Te—— _____,_,_,a-'
Cell Cell

Joonis 1. Stabiilne (A) ja hajuv (B) transfektsioon (Kim ja Eberwine, 2010).



Bioloogiline, keemiline ja fiilisikaline meetod toimivad véga erinevatel pohimdtetel,
mida tuleb transfekteerimisel arvestada. Parim meetod peaks olema kdrge efektiivsusega,
rakule mittetoksiline, voimalikult vdhe mojutama raku fiisioloogiat ning olema lihtne

kasutada ja korrata (Kim ja Eberwine, 2010).

Transfektsioonimeetodid
Bioloogilised meetodid
Kliinilistes uuringutes koige laialt levinum meetod on viiruse poolt vahendatud

transfektsioon ehk transduktsioon.(Wirtha et al., 2013). Viiruste omadus nakatada rakke voor-
DNA-ga teeb neist ideaalsed kandidaadid geeniteraapia jaoks. Kasutades dra viiruste
nakatamismehhanisme, kuid véltides viiruse enda replikatsiooni ja toksilisust loodetakse luua
viirusepohiseid geenivektoreid. Viis peamist viiruste klassi, mida katsetatakse on
onkoretroviirused, lentiviirused, adenoviirused, AA-viirused (adeno-associated viruses) ja
herpes simplex-1 viirused. Viraalseid vektoreid tuleb eristada iiksteisest selle poolest, kas nad
integreerivad oma genoomi raku genoomi (lentiviirused ja onkoretroviirused) voi paiknevad
rakutuumas ekstrakromosoomsetena. Vastavalt ravi eesmaérgist ja sellest, kas transduktsioon
toimub jagunevate vOi mitte-jagunevate rakkudega tuleb valida ka sobiva fuktsionaalsusega
vektor. Viraalse geeniteraapiaga on ndidatud edukaid katseid véga paljude erinevate
haigusmudelite puhul (Thomas et al., 2003), kuid suurem osa selles valdkonnas keskendub
kasvajate ravimisele (Wirtha et al., 2013).

Viiruse vahendatud transfektsiooni peamisteks miinusteks on tsiitotoksilisus ja
immuunvastuse pdhjustamine. Viiruse sisestamine voib tekitada pdletikulisi reaktsioone ja
mutatsioone raku genoomis, sest viiruse DNA integreeritakse peremeesraku genoomi
juhuslikult (Woods et al., 2003). Lisaks on puuduseks viirusosakese piiratud mahutavus vdora
nukleiinhappe pakkimisel. Eelnevalt kirjeldatud pohjustel pingutatakse, et leida ja tdiustada
mitteviiruslikke transfektsioonimehhanisme (Kim ja Eberwine, 2010).

Keemilised meetodid
Keemilised meetodid on tidnapdeval uuringutes koige enam kasutatavad ja nende

meetoditega suudeti esimesena sisestada vOOraid geene imetaja rakkudesse. Keemiliste
meetodite puhul kasutatakse tavaliselt erinevaid tihendeid, mis moodustavad nukleiinhapetega
komplekse nagu niiteks katioonsed poliimeerid, kaltsiumfosfaat, katioonsed lipiidid ja
katioonseid aminohapped. Koigi keemiliste meetodite pohimdte on enamasti sama:
positiivselt laetud molekulid v&i poliimeerid moodustavad negatiivselt laetud nukleiinhappega
komplekse ning need positiivselt lactud kompleksid omakorda tdmbuvad negatiivselt laetud
membraani poole. See kuidas tdpselt erinevad kompleksid 14dbi rakumembraani sisenevad ei

ole teada, ning soltub DNA vektorist, kuid iildjuhul arvatakse, et see on seotud endotsiitoosi ja
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fagotsiitoosiga. Lisaks rakumembraani ldbimisele peab DNA ja transfektsioonireagendi
kompleks liikuma tsiitosoolist rakutuuma, et toimuks DNA transkriptsioon. Jillegi pole
konkreetne mehhanism teada, kuidas DNA tuuma viiakse (Kim ja Eberwine, 2010).
Katsetatud on ka erinevaid meetodeid NLS jirjestuse lisamisega, et parandada DNA
transporti tuuma (Won et al., 2011).

Keemiliste meetodite tranfektsiooniefektiivsus sdltub paljuski néditajatest nagu
kemikaali ja DNA vahekord, lahuse pH ja rakumembraani seisund. Tundlikkus koigile
nendele tingimustele tingib selle, et keemiline meetod on ebaiihtlasemate tulemustega ja
madalama efektiivsusega kui viiruse poolt vahendatud transfektsioon. Eriti madal on
efektiivsus in vivo katsetes ja soltub ka transfekteeritavast rakutiiiibist. Teisest kiiljest on
positiivseteks omadusteks suhteliselt madal tsiitotoksilisus, ei esine mutageneesi, pole
mittevajalikku DNA-d ja pole piiranguid pakitava nukleiinhappe suurusele (Kim ja Eberwine,
2010).

Lipofektsioon on {iiks efektiivsemaid ja enam kasutatavamaid mitteviraalseid
transfektsioonimeetode. Lipofektsiooni puhul moodustavad positiivselt laetud katioonsed
liposoomid negatiivselt laestud DNA-ga komplekse, mis transporditakse rakumembraaniga
tthinedes rakkudesse. (Ivanova et al., 2013). Kaubanduslikult kittesaadav Lipofectamine®
2000 on hektel iiks enim kasutatud ja tsiteeritud transfektsioonireagente, mida kasutatakse

viiga erinevate rakkude transfekteerimisel nii RNA kui DNA-ga.

Fiiiisikalised meetodid
Fiiisikalised transfektsioonimeetodid on koige hiljutisemad ja nende puhul

kasutatakse nukleiinhappe sisestamiseks rakku erinevaid tooriistu. Meetodite hulka kuuluvad
otsene mikroinjektsioon, biolistiline meetod, elektroporatsioon ja laseril pdhinev
transfektsioon. (Mehier-Humbert ja Guy, 2005)

Mikroinjektsiooni puhul siistitakse nukleiinhape otse raku tsiitoplasmasse voi
rakutuuma. Onnestunud katse korral saadakse kiill nukleiinhape rakku, kuid transfekteeritud
plasmiidi  kontsentratsiooni ja teransfektsiooniefektiivsuse madramine pole {iheselt
madratletavad. Samuti on selle meetodi puhul miinuseks transfekteeritavate rakkude piiratud
valik ja toomahukas keeruline protseduur.(Recillas-Targa, 2006).

Biolistilise meetodi puhul kasutatakse mikrokandjaid (enamasti kullaosakesed), mis on
konjugeeritud nukleiinhapetega ja tulistatakse siis rakkudesse suurel kiirusel. Meetod arendati
vilja vajadusest transformeerida taimerakke, kuid seda on véimalik rakendada ka loomsetele
rakkudele. Meetod on kiill efektiivne ja lihtne, aga vajab kallist varustust ja vigastab rakke.
(O'Brien ja Lummis, 2006).

Fiitisikalistest meetoditest enim  kasutatav on  elektroporatsioon. Rakud
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suspendeeritakse elektrit juhtivas lahuses, mis sisaldab ka transfekteeritavat DNA-d, ning
suspensioonist lastakse seejdrel 1abi moni millisekund kestev elektriline impulss. Impulss
permeabiliseerib rakumembraani pdhjustades ajutiste pooride teket, kust kaudu saavad DNA
molekulid rakku liikuda. (Shigekawa ja Dower, 1988). Elektroporatsiooni efektiivsus sdltub
mitmetest tingimustest, kuid optimaalsete tingimuste leidmisel on voimalik saavutada kiire ja
efektiivne transfektsioon paljudes rakkudes liihikese ajaga.?

Laseri kaudu vahendatud transfektsioonil (ehk optoporatsioon voi fototransfektsioon)
kasutatakse laserit, et tekitada membraani sisse ajutisi poore. Lébi laseri poolt tekitatud
pooride liiguvad nukleiinhapped ekstratsellulaarse lahuse ja tsiitosooli vahel oleva osmootse
erinevuse tottu rakku. Eeliseks teiste transfektsioonimeetodite ees on universaalsus,
kirjeldatud meetod voimaldab jélgida transfekteeritavat rakku ja teha poore tépselt sinna kuhu

soovitakse, aga vajalik lasermikroskoopia tehnoloogia on viga kallis. (Yao et al., 2008)

Geeniteraapia

Geeniteraapia on  meetodite  kogum  modjutamaks  voi  korrigeerimaks
mittefunktsionaalsete voi vigaste geenide ekspressiooni. Koikide geeniteraapia meetodite
puhul toimub spetsiifilise nukleiinhappe transport rakkudesse.> Euroopa Meditsiiniagentuur
(EMA) defineerib geeniteraapias kasutatavaid ravimaineid kui bioloogilisi ravimeid: mis
sisaldavad rekombinantseid nukleiinhappeid, mis viiakse inimorganismi eesmairgiga
reguleerida, parandada, asendada, lisada vGi kustutada geneetilisi jarjestusi; mille ainete
ennetav, raviv voi diagnostiline toime on otseselt seotud nukleiinhappe jirjestusega voi selle

jarjestuse geeniekspressiooni produktiga (Wirtha et al., 2013).

Terapeutiliste ainete eduka transpordi korral on geeniteraapial potentsiaali ravida geneetilisi
haigusi, aeglustada kasvaja arenemist, voidelda viiruslike infektsioonidega ja peatada
neurodegeneratiivseid haigusi. (Verma ja Somia, 1997)

Kuigi enamus keharakkudesse on terapeutilise DNA sisse viimine vdimalik siis eduka
ravi eesmargil tuleb enamasti tdpselt médrata sihtmarkrakud. Niiteks kasvaja puhul, kus
eesmargiks on haiged rakud hédvitada on vektori spetsiifilisus iilimalt oluline, et mitte
vigastada normaalseid rakke, kuid haiguste puhul nagu hemofiilia on vaja hiitibimisproteiine
veres, mis vdivad tulla erinevatest rakkudest nagu lihasrakud, maksarakud, fibroplastid voi
isegi vererakud. Lisaks tuleb arvestada, kui paljudesse rakkudesse DNA peab joudma, et
saada soovitud tulemust. (Vermal ja Somia, 1997)

Seni on enamus geeniteraapia meetodeid pohinenud viiruslikel kandjatel
nukleiinhapete transportimiseks rakku ja ka esimesed Kkliinilised katsed tehti viiruslike

kandjatega. Kasutatavad viirused on modifitseeritud, kaotades nende patogeensed omadused.
Y



See meetod on viga loogiline ldhenemine, sest viirused omavad spetsiifilisi mehhanisme
nukleiinhapete rakku sisestamiseks. Kuid takistuseks on inimese immuunsiisteem, mis
reageerib viiruspartiklitele ja vditleb nende vastu, raskendades nukleiinhapete transporti
rakkudesse. Viiruste pohjustatud immuunreaktsioonid on tdsiseks ohuteguriks, mida ilmestab
ka traagiline juhtum 1999 aastast, kus ravimi Kliinilises katsefaasis suri noor patsient.
(Thomas et al., 2003)

Mitteviraalsed vektorid on kohased nende kasutamise lihtsuse, madala
immuunreaktsiooni ja lihtsama hulktootmise poolest. Niitidseks on mitteviraalsete vektoritega

joutud ka efektiivsusega ldhedale viiruslikele vektoritele. (Li ja Huang, 2000)

DNA transfektsioon geeniteraapias

DNA-I pohinev geeniteraapia toimib pohimdttel, et rakkudesse viiakse geen, mille
produktiks olev valk on terapeutilise toimega. Selleks, et toimuks vastava geeni ekspressioon
peab DNA joudma rakutuuma, kus toimub mRNA transkriptsioon, mis on vajaliku valgu
translatsiooni aluseks. Transgeeni ekspressioonist soltub transfekteeritud DNA ravitoime
kestvus, mis oleneb sellest, kas kasutatud on integreerivat, mitteintegreerivat voi asendavat
DNA kandjat. Soltuvalt, millist DNA vektorit on kasutatud toimub geeniekspresioon vastavalt
ajutiselt, pikajaliselt, voi piisivalt. Lisaks soltub DNA toime ka transgeenilt ekspeseeritud
valgu stabiilsusest ja poolestusajast. (Gary et al., 2007)

Geeni transpordiga rakkudesse vOib terapeutilise efekti saavutada mitmel erineval
viisil. Kodige otsekohesem ldahenemine on périlike haiguste puhul vigase geeni
identifitseerimine ning selle asendamine wild type terve geeniga. Samas iiha rohkem
kasutatakse geeniteraapiat ka mittepdrilike haiguste raviks nagu nditkes kasvajad.
Geeniteraapiaga vihi ravimisel voib iiheks ldhenemiseks olla rakkudele otseselt toksilist valku
kodeeriva geeni sisse viimine. Niiteks TNF geen kodeerib TNF valku, mis on kehas
normaalselt toodetud osades valgetes vererakkudes loomuliku kaitsena viiksemate kasvajate
vastu. Teiseks ldhenemiseks voib olla rakkudes suitsiidi tekitamine viies neisse Sellise
ensiiiimi geen, mis muudab tervetele keharakkudele ohutu eelravimi toksiliseks vdhivastaseks
ravimiks. Naditeks voiks kasutada tiimidiinkinaasi geeni, et gantsikloviir muundataks
vihirakkudes trifosfaatseks tihendiks, mis DNA ahelasse liitmisel katkestab DNA siinteesi
kuna tihendil puudub 3°’OH rithm ja see viib omakorda rakusurmani (Cerepro®, mis on Sellel
pohimottel toimiv ravim on Kliinilistes katsetustes (Wirth et al., 2013)). Lisaks vdib
kaudsemalt ldhenedes kasutada vihirakkudesse viimiseks geene, mille ekspresseerimisel
muutuvad rakud keha imuunsiisteemile paremini dratuntavaks. Seeldbi kasutatakse dra keha

enda immuunsiisteem vihiga voitlemiseks. (Clark ja Pazdernik, 2009)
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Rakku sisenevad peptiidid enk RSP-d
Rakku sisenevad peptiidid e. RSP-d kuuluvad membraan-aktiivsete peptiidide rithma

ja on lithikese aminohappejérjestusega peptiidid, mis pakuvad oma membraani ldbimisvoime
tottu palju voimalusi biomeditsiinis (Figueiredo et al., 2014). RSP-d on enamasti kuni 30.
aminohappe pikkused peptiidid, mis oma keemiliste omaduset poolest on tavaliselt katioonsed
voi amfipaatsed. RSP vdib olla kovalentselt voi mittekovalentselt seotud nukleiinhapetega,
proteiinidega, peptiididega jt. biomolekulidega ning transportida neid molekule 1dbi
rakumembraani tsiitoplasmasse vdi tuuma. Vastavalt sellele, kuidas RSP on saadud jaotatakse
neid siinteetilisteks (nditeks oktaarginiin ja poliiliisiin), kimédrseteks (transportaan), ja
loodulikeks (Tat ja penetratiin). (Langel, 2010)

Niilidseks juba rohkem kui 20 a. tagasi tehti esimene ettepanek, et osad proteiinid ja
toendolisemalt transkriptsioonifaktorid véivad omada voimet liikuda rakust rakku. (Heitz et
al., 2009). Esimene vaatlus sellisest proteiinist tehti Alan Fankeli ja Carl Pabo poolt 1988 kui
nad tdheldasid, et HIV-1 Tat proteiin on voimeline sinsenema rakkudesse ja translokeeruma
tuuma (Frankel ja Pabo, 1988). 1994 avastati 16 aminohappest koosnev RSP penetratiin, mis
oli saadud dadikakirbse Antennapedia geeni homeodomeenist, millele eelnes avastus, et geeni
homeodomeen siseneb narvirakkudesse (Derossi et al., 1994). 1997 loodi esimene
nukeliinhapetega mittekovalentselt seotud RSP, MPG, millele jargnes ka peptiidide ja
proteiinide mittekovalentseks transpordiks moeldud RSP, Pep-1 (Morris et al., 1997; Morris
et al., 2001). Aastal 2000 niditas Wender, et ka poliiarginiin (Arg8) on rakkudesse sisenev
(Wender et al., 2000). Labimurreteks RSP valdkonnas olid rakendusliku kontseptsiooni
toestused in vivo katsetel. Dowdy grupp néitas peptiidide ja proteiinide transporti rakkudesse
in vivo katsetes ja Langeli grupp niitas sama Transportaaniga PNA-de rakkudesse viimisel
(Schwarze et al., 1999; Pooga et al., 1998.). Hiljem on mitmete teiste RSP-dega ndidatud
samasugust voimet viia lastmolekule rakkudesse. (Farkhani et al., 2014; Figueiredo et al.,
2014)

Kargo sidumine RSP-ga
RSP-d vdivad bioloogiliselt aktiivse lastmolekuli rakku transportida olles temaga, kas

kovalentselt seotud vOi moodustades stabiilse mittekovalentselt seotud kompleksi.
Kovalentselt voidakse lastmolekul RSP kiilge konjugeerida kovalentselt voi kloonides RSP-
kargo jarjestuse liitvalguna. Kovalentsel sidumisel tuleb samas tihele panna, et sideme tiiiip ja
keemia voivad mojutada RSP ja lastmolekuli efektiivsust ja stabiilsust (Heitz et al., 2009). On
taheldatud, et nii laetud oligonukleotiidide ja siRNA kovalentsel sidumisel RSPga langeb
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nende lastmolekulide bioloogiline aktiivsus (Juliano et al., 2008). Sellisel juhul on soovituslik
kasutada rakus poorduvat kovalentset sidumist (Muratovska A. ja Eccles M. R. 2004) voi
mittekovalentset sidumistiitipi (Margus et al., 2012). Mittekovalentsel sidumisel kasutatakse
enamasti lithikesi amfipaatseid RSP-sid, millel on hiidrofiilne (polaarne) ja hiidrofoobne
(mittepolaarne) domeen (Heitz et al., 2009). RSP ja lastmolekuli kompleks tekib sel juhul
elektrostaatiliste interaktsioonide tulemusel (Morris et al.,, 2008). RSP amfipaatsus voib
viljenduda peptiidi primaarstruktuuris, kus aminohappeline jérjestus méddrab polaarse ja
mittepolaarse osa, vOi sekundaarstruktuuris, kus peptiidi konformatsioon pohjustab polaarse
ja mittepolaarse domeeni tekke (Heitz et al., 2009). Mittekovalentse kompleksi
moodustamine todtati vdlja kondenseeritud DNA transpordiks rakku koos endosomaalset

vabanemist soosiva peptiidiga (Margus et al., 2012).

Rakkudesse sisenemine
RSP-de rakku sisenemise efektiivsust mdjutavad mitmed parameetrid nagu: RSP

sekundaarstruktuur, RSP ja membraanikomponentide vastastikmdjud, lastmolekuli tiiiip ja
aktiivne kontsentratsioon, raku tiilip ja membraani koostis. Seetdttu pole iihest
sisenemismehhanismi koikidele RSP-dele, kuid arvatekse, et esimene Kontakt toimub
enamasti 1dbi elektrokeemiliste interaktsioonide katioonse RSP ja rakumembraani anioonsete

proteogiikaanide vahel. (Heitz et al., 2009).

Peptiididel nagu Tat (Console et al., 2003) ja poliiarginiin (Nakase et al., 2007) on
kirjeldatud elektrostaatilisi interaktsioone rakuvidlise maatriksiga ja sisenemist ldbi
energiasdltuva endotsiitoosi. Kuigi katioonsete RSPde peamise sisenemismehhanismina on
kirjeldatud makropinotsiitoosi (Kaplan et al., 2005) on RSPdel kirjeldatud ka Klatriin— ja
kaveoliin-vahendatud endotsiitoosi (Richard et al., 2005; Veiman 2013).

Mitte endotsiitoosi teel translokeeruvate RSP-de puhul on nididatud rakku sisenemist
energiast ja temperatuurist soltumatul viisil, otsesel translokatsioonil 14bi rakumembraani voi
pdhjustades endotsiitoosisarnast membraani kumerdumist (Maniti et al., 2012).

Lisaks vdivad enamus RSP-de puhul toimida erinevad sisenemismehhanismid
samaaegselt (Heitz et al., 2009). Endotsiitoosi mehhanismid hdlmavad endas lisaks
endotsiitootilisele sisenemisele ka endosoomist vabanemist, mis on kriitilise tdhtsusega RSP-
de ja lastmolekulide efektiivsuse tagamisel (Farkhani et al., 2014). Osa RSP-si padsevad
endosoomidest nende keemiliste endosoomi Idhkuvate omaduste tottu Vo1

makropinotsiitoosivesiikulite kehva terviklikkuse/kvaliteedi tottu (Heitz et al., 2009).
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Lisades RSP-le homing peptide jarjestuse on vdimalik rakkudesse sisenemise effektiivsust ja
spetsiifilisust (mis on RSP-de iiks puudusi) parandada. Homing peptide sihtmargiks on
spetsiifilised raku pinnal ekspresseeritavad retseptorid voi markerid millele homing peptide

seostub. (Svensen et al., 2012; Pang et al., 2014)

RSP kasutamine nukleiinhapete transpordiks rakku

Erinevate RSPdega on niidatud nii PMO, PNA, oligonukleotiidide, SiRNA ja DNA
efektiivset transfektsiooni. Algsetlt juba 1998. aastal ndidati, et Transportaniga seotud
galanini mRNA antisense PNA transportimist rakkudesse ja selle kaudu mojutatud valu
reaktsioone (Pooga et al., 1998). Ka mittekovalentseid meetodeid on kasutadud PNA ja DNA
keemiliselt modifitseeritud analoogide transporimisel rakkudesse. Pep-3-HypNA-pPNA
vahendatud geenivaigistamine oli efektiivne paljudes rakuliinides ja 15 korda kdrgem kui

Lipofectamiiniga moodustadud kompleksidel (Morris et al., 2007).

Samuti on ndidatud geenivaigistamise efekti penetratini ja Transportaniga kovalentselt
seotud siRNA puhul (Muratovska ja Eccles, 2004). ON-ide, siRNA-de ja DNA
transfektsiooniks kasutatakse siiski tiha rohkem mittekovalentset strateegiat kompekside
moodustamiseks kuna nende moodustamine on lihtsam, védiksematest kogustest piisab sama
bioloogilise reaktsiooni tekkeks ja molekulide bioloogiline aktiivsus ei ole inhibeeritud.
Komplekside moodustumine toimub 14bi elektrostaatiliste ja hiidrofoobsete interaktsioonide
positiivselt laetud RSP ja negatiivselt laetud nukleiinhappe vahel. In vivo olulistest néitajatest
on ndidatud, et moodustunud kompleksid takistavad nukleaasset degradatsiooni ja pikendavad
nende veres viibimise poolvéirtusaega (Margus et al., 2012). MPG-ga mittekovalentselt
seotud siRNA kompleksid on ndidanud efektiivset transfektsiooni erinevatesse rakuliinidesse
kui ka in vivo kasvaja kasvu aeglustumises RNAI kaudu (Morris et al., 2008). SKO-ga
mittekovalentselt seotud PF14 kompleksid translokeeruvad edukalt HelLa pLuc 705

rakkudesse, parandades lutsiferaasi geeniekspresiooni 130 korda. (Ezzat et al., 2011).

Vorreldes teiste terapeutiliste nukleiinhapetega on DNA transfektsioon keerulisem,
sest tegemist on tunduvalt suurema molekuliga ning toimimiseks peab molekul joudma
rakutuuma. RSP-d on potentsiaalsed kandidaadid efektiivesks  mitteviraalseks
geenitransfektsiooniks kuna vdimaldavad konjugeerida erinevate omadustega jdrjestusi,
lahendades senised miteviraalsete vektorite puudused. Seni on nididatud mitmete RSP-dega
nagu KALA-Antp, TAT-Mu jt. efektiivset geenitransfektsiooni erinevates rakuliinides
(Rukkumani Rajagopalan et al., 2007; Min et al., 2010). Samas on paljude RSP-de puhul

maérgatav erinevus in vitro ja in vivo mudelite vahel tulenevalt siisteemide keerukuse astmest.

13



Seetottu on markimisvadrset geeniekspressiooni in vivo mudelites suudetud indutseerida
viaheste RSP-dega. Pikalt oli ainukeseks edukaks niiteks amfipaatne RSP ppTG1, mis
indutseeris RSP/pDNA kompleksi intravenoosel manustamisel lutsiferaasi ekspresiooni
kopsudes (Rittner et al., 2002). Niitidseks on ndidatud in vivo efektiivsust ka teiste RSP-de
puhul, nditeks R15/pDNA (B-galaktosidaasi geen) komplekside subkutaansel manustamisel
voi rPOA/pDNA (lutsiferaasi geen) kompleksi intratrahheaalsel manustamisel.( Won et al.,
2010; Kim et al.,. 2007). Téapsustades RSP/nukleiinhape komplekside toimemehhanisme ja
takistusi on voimalik tdiustada ja vélja tootada efektiivsemaid transfektsioonirecagente (Rajpal

et al., 2012; Martin et al., 2007).

Mltteviraalsete transfektsioonivektorite peamiseks puuduseks vorreldes viraalsete
vektoritega on nende madal transfektsiooniefektiivsus. Suureks takistuseks on lisaks
rakkudesse sisenemisele vektori poolt kantud nukleiinhapete sattumine endosoomidesse voi
nende lagundamine nukleaaside poolt (Farkhani et al., 2014). Endosoomidest vabanemiseks
on kasutadud histidiinide lisamist, mis tekitavad ,,proton sponge‘ efekti (Kichler et al., 2003),
steariitilrithma lisamist peptiidi N-terminaalsesse otsa (Khalil I. A. et al., 2004; Lehto T. et al.,
2011), RSP siinteesimist liitpeptiidina endosomoliiiitilise molekuli HA2-ga (Farkhani et al.,
2014)ja valgusest indutseeritud vabanemist (Endoh ja Ohtsuki 2009). Geenitransfektsiooni
toimumiseks peab DNA joudma tuuma, ning et paradada tuumas lokaliseerumist on kasutatud
NLS jérjestusi, koige tavalisemalt SV40 T antigeeni NLS (PKKKRKYV) (Heitz et al., 2009).
RSP MPG puhul on ndidatud, et transfektsiooni efektiivsust mdjutavad ka peptiid/lastmolekul
kompleksi suurus, see kuidas kompleksid moodustatud on ning milline on nende molaarne
kontsentratsioon (Farkhani et al., 2014). Stabiilsete komplekside moodustumine on oluline
eduka geenitransfektsiooni toimumiseks (Martin et al., 2007)

Kuna erinevad RSPd ja erinevad RSP-lastmolekuli kompleksid pole oma
toimemehhanismide ja funktsionaalsuse poolest tiheselt kirjeldatavad, tuleb iga uue kompleksi
ja RSP puhul teostada arvukalt uuringuid, et selgitada molekuli ja kompleksi funktsionaalsus.
Seda voib teha kahel viisil: in vivo vdi in vitro, jilgides mérgistatud RSP voi lastmolekuli

paiknemist otseste ja kaudsete meetoditega.

Transportaan
Transportaan on 27. aminohappe pikkune peptiid, mis on moodustatud neuropeptiid

galaniini N-otsa 12.-st funktsionaalset aminohappest ja liisiini kaudu sellega seotud
mastoparaanist. Transportaan on kiméarset péritolu rakku sisenev peptiid, mille puhul on

naidatud kiiret internalisatsiooni retseptorsdltumatul viisil (Pooga et al., 1998).
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Transportaanist siinteesiti 9 erinevat lithemat analoogi, et leida jarjestus, mis on
oluline rakku sisenemiseks. Kolme (TP7) v&i kuue (TP10) aminohappe deletsioon N-
terminaalsest otsast ei mojutanud peptiidi sisenemisefektiivsust. Nendest kahest TP10 ei
mojuta GTP-aasset aktiivsust ja pole dra tuntav galaniini retseptorite poolt, tehes sellest
potentsiaalika RSP, millel on oluliselt vdhem mittesoovitud kdrvalmdjusi. (Soomets et al.,

2000)

RSPde puhul on nididatud, et steariiiilriihma lisamine aitab parandada nii siRNAkui
pDNA  transfektsiooniefektiivsust ~ moodustades  stabiilsemaid  mittekovalentseid
nanokomplekse ja parandades endosomaalset vabanemist (Mée et al., 2009). N-terminaalse
steriitilriihma  lisamine parandas ka TP10 puhul maérgatavalt oligonukleotiidi
transfektsiooniefektiivsust (vorreldes mittemodifitseeritud TP10-ga) (Mée et al., 2009).
Steariitil-TP10 indutseeris mérgatava bioloogilise efekti ka seerumis, viidates ka voimalikele

in vivo aplikatsioonidele. (Mae et al., 2009).

PepFectl4

PF14 on steriiiil-TP10 modifitseeritud versioon, kus liisiinid ja isoleutsiinid on
asendatud vastavalt ornitiinide ja leutsiinidega. PF14 on suuteline moodustama mitte-
kovalentseid komplekse SKO-de, siRNA-dega ja pDNA-ga ning suudab neid efektiivselt
erinevatesse rakuliinidesse transportida (Ezzat et al., 2011; Ezzat et al., 2012; Veiman, 2013).
PF14/oligonukleotiid komplekside sisenemismehhanismina on kirjeldatud klass A Scavenger
(membraansed gliikoproteiinid) retseptorite (SCARA) poolt vahendatud kaveolaar vahendatud
endotsiitoosi. SCARA-de puhul on varem niidatu olulisust nukleiinhapete sisenemisel
rakkudese (Ezzat et al., 2012). PF14 moodustab pDNAga negatiivse pinnalaenguga
bioaktiivseid nanoosakesi, mis on suuteline 14bi viima geeniiilekannet erinevates rakuliinides
ja seda edukamalt kui eelasmolekul PF3 (Veiman et al., 2013). PF14 nanoosakeste negatiivne
ildlaeng voib anda eelise in vivo Katsetes, lubades kauem kehas ringleda, tulenevalt sellest, et
osakesed ei reageeri negatiivselt laetud seerumi kemikaalidega ja negatiivselt laetud
membraanikomponentidega. Pikem viibimine vereringluses voib tagada spetsiifilisemat

transfektsiooni kindlate retseptoritega kudedesse.(Veiman, 2013)

Pegiileeritud PF14
PEG molekuli lisamine on iildtunnustatud meetod transportvektorite stabiilsuse

suurendamiseks vereringes (Perche ja Torchilin, 2013). PF14-PEG1000 molekulide puhul on

PF14 kiilge kovalentselt konjugeeritud PEG molekul C-teminaalselt. Pegiileeritud peptiidiga
15



tehtud katsed nditasid, et ka PF14-PEG1000 on vdéimeline pDNA-d kondenseerima ja
komplekse moodustama (ka CR2 juures koige parem). Samuti oli PEG1000-PF14 moju
nanopartiklite transfektsioonile minimaalne, olles sarnane PF14-vahendatud partiklite
geeniekspressioonile. Analiiiisides peptiidi m&ju rakkude elumusele ei olnud PEG1000-PF14-
| toksilist efekti. Vorreldes lutsiferaasi geeni transfektsiooni efektiivsust kommertsiaalse
transfektsioonireagendiga Turbofekt jadi PF14-PEG1000 oma efektiivsuselt alla, kuid néitas
siiski kordades korgemat geeniekspressiooni kopsus ja maksas kui puhta pDNA puhul.
(Veiman, 2015)
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transfektsiooniefektiivsus vorreldes (kordades iile) puhta pDNA-ga siistitud hiirtega.
Vorreldud on transfekteeritud lutsiferaasi geeni ekspresiooni, mdodtes valguse eraldumist
lutsiferaasi reaktsioonil lutsiferiiniga (andmed on antud RLU/mg kujul) (Veiman et al., 2015).

Reportermehhanismid
Geenitransfektsioonil peab eduka katse puhul joudma DNA rakutuuma, kus toimub

tema transkriptsioon ja saadakse mRNA, mis on valgusiinteesi aluseks. Selleks, et uurida
transfektsiooni efektiivsust kasutatakse erinevaid reportergeene, mis on transfekteeritavates
rakkudes aktiivse promootori all ja mille ekspresseerumisel saadakse Kinnitus, et

transfektsioon on dnnestunud. (Pham et al., 2006)

In vivo Katseteks reportergeenide valimisel ja kasutamisel tuleb hinnata ka erinevate
kudede intratsellulaarset keskonda ja kas promootor on konkreetse koe jaoks sobiv, sest
vastasel juhul saadakse mittevorreldavad tulemused kuna ekspresioon ei olene transfektsiooni
efektiivsusest vaid rakuliinist. Lisaks tuleb arvestada ekspressiooniprodukti sekretsiooniga ja
voimaliku vabanemisega rakkude liitisumisel. Efektiivsuse analiilisimisel ja mddtmisel tuleks
arvestada ka produkti poolestusaega ja seda, et erinevates rakkudes lagundatakse seda erineva
kiirusega. (McLean et al., 1997)
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Reportergeenideks on enamasti lihtsalt detekteeritavad ja moddetavad iithendid, mida
tavaliselt transfekteeritavates rakkudes ei ekspresseerita. Enamlevinud reportergeenid on
CAT-geen (enslimaatiline detektsioon), B-galaktosidaasi geen (ensiimaatilne detektsioon),
Lutsiferaasi geen (luminesents), GFP-geen (fluoresents). (Recillas-Targa, 2006).
Reportervalgu detekteerimine ja kvantifitseerimine annvad voimaluse hinnata transfektsiooni
toimumist ja selle efektiivsust (transgeeni aktiivsust) (Pham et al., 2006). Kui reportergeenina
kasutatakse [p-galaktosidaasi vdi CAT geeni toimub geeniekspressiooni tuvastamine
entimaatiliselt ja selleks tuleb loomad ohverdada ja eraldada organid, kus tahetakse
geeniekspresiooni detekteerida. B-galaktosidaasi puhul méaratakse geeniekspresioon X-gal-
iga, CAT puhul homogeniseeritud koest eraldatud lahuses klooramfenikooli atsetiileerimise
jargi.(Kim et al., 2007; McLean et al., 1997)

Nii lutsiferaasi kui ka GFP puhul on geeniekspressiooni tuvastamine voimalik nii
eraldatud kudedes kui ka elusates loomades(Neua et al., 2007; Rogers et al., 2014; Choy et
al., 2003). Lutsiferaasi tasemed tuvastatake lutsiferaasi reaktsioonis tema substraat
lutsiferiiniga, mille kdigus eraldub valgus. GFP detekteerimiseks tuleb molekuli ergastada
vilise valgusallika poolt digel lainepikkusel. Tulenevalt valguse eritumise mehhanismide
ernevusest on meetodid oma tundlikuse poolest erinevad. Kui GFP puhul on oluliseks
faktoriks, mida peab arvesse voOtma, vdimalik autofluoresents, siis lutsiferaasi ja
bioluminesentsi puhul on taustamiira vaértused oluliselt vdiksemad. Lutsiferaasi puhul on
tugevaks omaduseks tema tundlikus, mis voimaldab ka madalaid koguseid tuvastada, kuid
samas ei ole voOimalik, nditeks histoloogiliselt eristada, millistes rakkudes teda on
ekspresseeritud. Erinevad on ka eritatava valguse lainepikkused (GFP-510nm; Luc-600),
millest oleneb kui siigavalt koest on voimalik signaali tuvastada. GFP eeliseks on tugev
signaal ja ruumiline resolutsioon, mis vdimaldab teda kasutada kudedes transfektsiooni
tapsemaks lokaliseerimiseks (transfekteeritud kudede ja rakkude eristamine), mis lutsiferaasi
puhul piirdub koe tasandiga.( Choy et al., 2003). Naiteks on GFP-d kasutatud mitteviraalsel
geenitransfektsioonil transfekteeritavate rakkude spetsiifilisuse mairamisel (Rogers et al.,
2014).

Reporterplasmiid mCherry
Antud t66s on kasutatud reportervalguna ka mCherry’t, mis on fluorestseeruv valk

nagu ka GFP. mCherry arendati vdlja DsRed valgust, mis on korallides leiduv multimeerne,
punaselt fluorestseeruv valk (Baird et al., 2000). mCherry ergastusvalgus on 587nm ja
emmisoonivalgus 610nm. Mis teeb mCherryst sobiva reportervalgu on tema fotostabiilsus,
monomeerne struktuur, pH resistentsus ja pikkalaineline emissioonivalgus. (Shaner et al.,

2004). Varajasemates uuringutes on mCherry tdestanud oma potentsiaali selgelt eristada
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koeproovides rakud, mis mCherry valku ekspresseerivad (Saunders et al., 2012). Joonisel 3 on

nidatud mCherry geeni kandev pDNA vektor.

pmCherry-C1 Vector Information
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Joonis 3: Fluorestseeruva valgu mCherry geeni kandev plasmiid. Joonisel antud vektorit

kasutati ka kiesolevas t66s.’
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Eksperimentaalne osa
Too eesmirgid
. Transfekteerida mCherry-t ja EGFP-d ekspresseeriva plasmiidiga hiire kopsu ja
maksa rakkusid.
J Hinnata transfektsiooni efektiivust ja transfektsiooni toimumise paiknemist

kopsu ja maksa koes.
Materjalid ja meetodid

Kasutatud peptiid
Eksperimentides kasutatud peptiid siinteesiti molekularse biotehnoloogia labori poolt
kasutades Fmoc tahke faasi peptiidisiinteesi. PF14 ja PF14-PEG1000 peptiidide siintees

toimus sama protokolli jargi nagu varem avaldatud artiklis (Veiman et al., 2015).

Peptiid/pDNA partiklite moodustamine

Nanopartiklites kasutati pmCherry voi pEGFP  plasmiidi. Peptiid/plasmiid
mittekovalentsed partiklid moodustati MQ vees. Iga looma kohta voeti 20 pg pDNA-d, mis
segati 1mM peptiidilahusega CR2 juures ja lahuse kogumaht hoiti 100 ul. Partiklid
moodustati laengu suhtega 2, mille juures moodustuvad kdige stabiilsemad peptiid-pDNA
kompleksid (Veiman, 2013). PF14-PEG1000 puhul segati koigepealt MQ vees PF14-
PEG1000 ja pDNA ning viis minutit hiljem lisati tavaline PF14. PF14-PEG1000/pDNA
kompleksides oli PF14-PEG1000/PF14 suhe 1/5 (PEG1000 20%). 40 minutit peale
komplekside moodustamist lisati neile 100 pl 10% gliikoosilahust ja siistiti seejédrel kohe

hiirtesse.

In vivo katsed

Koik hiirtega ladbiviidud protseduurid ning eksperimendid on kinnitatud Eesti
Eetikakomitee loaga (luba nr. 69 ja 70, 9 veebruar 2011) ning 1dbi viidud katseloomadega
to6luba omavate tootajate poolt. Koik eraldatud koeproovidega tehtud todtlused ja analiiiisi
viis 14bi antud uurimuse koostaja.

Katsetes kasutati emaseid ning isaseid BalbC hiiri. Kdigi katsete puhul manustati
kompleksid intravenoosselt sabaveeni kaudu. Kontrollkatse loomale siistiti puhta pPDNA (20
pg) 5%-list glikoosilahust (200 pl). Hiired ohverdati ja koed koguti jargmisel péeval.
pmCherryga transfekteeritud hiirte puhul siistiti 15 minutit enne nende ohverdamist
intravenoosselt DyLight®488 lektiini lahust, mis tdnu lektiini seostumisele membraansetele
gliikoproteiinidele aitab visualiseerida veresooni. Katse puhul, kus veresoonte mirkimiseks

kasutati IHC protokolli DyLight®488 lektiini ei kasutatud. Samuti ei tehtud seda pEGFP-ga
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tranfekteeritud loomade puhul, sest nii EGFP kui DyLight®488 emissioonivalguse
vahemikud kattuvad.

Hiidrodiinaamiline pDNA transfektsioon
pmCherry ja pEGFP transfektsiooni positiivse kontrollina tehti {ihele hiirele HD

pDNA manustamine. Hiirtele siistiti 10ug pmCherry-t lahustatuna 3 ml TransIT
hiidrodiinaamilise siisti lahuses (Mirus, USA) sabaveeni kaudu, millega indutseeriti pDNA
ekspressioon maksas. Maksakude to0deldi histoloogiliseks uurimiseks samamoodi nagu
kirjeldatud.

Kudede kogumine

Kudede eemaldamisel kiilmutati need koheselt kuival jdil olevas metiitilbutaanis. Et
paremini sdilitada kopsukoe struktuuri mikroskoobist vaatlemiseks, tehti hilisemas katses
pmCherry-ga transfekteeritud ja DyLight®488 lektiiniga siistitud loomadel lisaprotseduur
kopsukoe eemaldamisel. Peale hiire ohverdamist siistiti 1dbi hiire trahhea kopsudesse 50%
Cryomatrixi lahust PBS-is, kuni kopsud olid silma jargi hinnates tditunud. Seejérel kiilmutati

kopsud nagu eelnevalt kirjeldatud. Kiilmunud koed hoiustati plastiktopsides -80 juures.

Kiilmpreparaadi valmistamine

Kiilmutatud kudedest 15igati kriiotoomil 10-20 um paksused 16igud. Kriiotoomi
kamber oli seatud -20°C, kude oli seadistatud temperatuurile -14...-16°C. Koeldigud asetati
Superfrost (Kindler) alusklaasile ja hoiustati edasise to6tlemiseni -80°C juures. Mikrskoobiga
vaatlemiseks lasti 1oikudel kuivada ja fikseeriti seejérel -20°C metanooliga 15min. Kui
16ikudel ei tehtud iHC-d siis Kinnitati katteklaas DAPI-t sisaldava Vectashield®-iga
(Vectashield HardSet with DAPI, Vector) vastavalt tootejuhendile. Meetodit IHC korral vaata

jargmisest ptk.-st. Valmis preparaadid hoiustati mikroskoopimise jarel 4°C juures.

Rakutuumade ja veresoonte endoteeli visualiseerimine
Koikide katsete puhul kasutati rakutuumade visualiseerimiseks DAPI-ga Vectashield®

Mounting medium-it. Esimeste katsete puhul, kus transfekteeriti pEGFP-d ei toimunid
veresoonte visualiseerimist. pmCherryga transfekteeritud loomade puhul kasutati esimese
ldhenemisena IHC protokolli veresoonte endoteeli visualiseerimiseks. Kuna antud katsetes ei
toimunud kopsu eemaldamisel kopsu tditmist siis saadi viga ebaselge ja ka madal signaal. Et
saada selgemad tulemused kasutati viimastes katsetes (koos kopsu tditmisega eemaldamisel)

veresoonte endoteeli visualiseerimiseks fluoresentsmargisega DyLight®488 lektiini.
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IHC protokoll

Veresoonte endoteeli visualiseerimiseks kasutati IHC protokollis antiCD31
antikehasid. Antikehadega visualiseerimiseks pesti 16ike metanoolis fikseerimise jérgselt
3x5min PBS 0,25% TritonX-100 (PBST) lahusega (u. 2ml korraga). Peale pesemist blokeeriti
20 minutit PBST 5% NGS lahusega ja pesti secjérel uuesti PBST-ga. Seejarel lisati primaarne
antikeha (rabbit anti mouse) antiCD31, mis oli lahustatud 1/300 2ml PBST 2%NGS ja jéeti
ile6o seisma 4°C juures. Jargmisel paeval pesti koeldike kodigepealt 3x10min PBST lahusega
ning seejarel lisati sekundaarne antikeha (goat-antirabbit Alexa488), mis oli lahustatud 1:1000
2ml PBST 2%NGS ja lasti tund aega seista toatemperatuuril ja valguse eest kaitstud. Lopuks
pesti koeldike veelkord 3x10min PBST lahusega ja lasti kuivada enne kui Katteklaas kinnitati
DAPI-t sisaldava Vectashield®-iga. Valmis preparaadid hoiustati mikroskoopimise jarel 4°C
juures. THC protokolliga toodeldud koeldikude pilte vaata lisa 2.

Mikroskoopimine

Koeldikude vaatlemiseks kasutati Zeiss LSM710 konfokaalmikroskoopi. Koeldike
vaadeldi 63X suurenduse juures Oliimmersioonis. mCherry ergastamiseks kasutati laserit
lainepikkusega 587nm (detektsioon 610nm juures). EGFP ergastati laseriga lainepikkusel
488nm (detektsioon 509nm juures) DAPI visualiseerimiseks valgustati kudet 358nm
lainepikkuse  juures  (detektsioon 461lnm  juures). DyLight®488 lektiini ja
antiCD31+Alexa488-sekundaarse antikeha visualiseerimiseks ergastati molekule laseriga
493nm juures (detekteeriti 518nm juures). Selleks, et emisoonivalguse lainepikkuse
vahemikud ei Kkattuks ja signaalid oleks seostatavad konkreetse molekuliga detekteeriti
signaale kahes kanalis (kuna DAPI ja Alexa488 emissioonivahemikud kattuvad), mCherry ja

DAPI iihes ja Alexa488 teises kanalis. Saadud pilte to6deldi ImageJ pilditootlusprogrammiga.
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Tulemused ja arutelu
Tulemused on esitadud piltidena mis on vdetud konfokaalmikroskoop Zeiss LSM710-iga
ja toodeldud ImageJ pilditootlusprogrammiga. Kopsu- ja maksaldikude analiitisiks kasutati

internetist saadud materjale hiire histoloogia kohta.* > ©

Kopsu transfektsiooni tulemused
Vastavalt kas PF14/pDNA, PF14-PEG1000/pDNA v&i ainult pDNA-ga siistitud hiirte

kopsudest tehtud koeldikude pildid on toodud joonisel 1. Vorreldes PF14 ja PF14-PEG1000-
ga transfekteeritud hiirtega siis puhta pDNA-ga siistitud hiire kopsudes mCherry signaal
puudub voi on viga madal. Alveoolide rakkudes oli signaal iipris madal ka PF14/pDNA ja
PF14-PEG1000/pDNA kompleksidega siistitud hiirtes. Alveoolide seintes oli siiski ndha
punast signaali voogavate joontena (vt. lisa 2), kuid sarnast punast signaali v3is ndha ka puhta
pPDNA-ga siistitud hiirte kopsudes (joonis 1;C). Selgem erisus paistab silma kopsude
veresoontes ja bronhides, kus RSP-ga transfekteeritud loomades oli ndha selgelt tugevamat
signaali (fluoresentsi), mis moodustas selgeid mustreid. V4ib tdheldada, et sarnased mustrid

ilmnesid ka EGFP-ga tehtud katsetes (vt. lisa 1).

Tehtud katsetest saadud piltide pdhjal on selge, et PF14 ja PF14-PEG1000 kantud
transfektsioon toimus kopsudesse edukalt, piirdudes selgemalt bronhidesse ja veresoontesse.
Alveoolide transfektsiooni kohta on veel keeruline tihest vastust anda kuna signaal on nork ja
sarnast signaali on vdimalik ndha ka kontrollkatsena puhta pDNA-ga siistitud loomades. Et
tdpsemalt madrata millistesse rakkudesse ja millisel miéral transfektsioon toimub tuleks
hitoloogilisele osale spetsiifilisemat tdhelepanu poorata, kasutades rakkuspetsiifilisi markereid
(varvaineid), mis v3ib olla ka tiks edasisi samme. Samuti on vajalik professionaalse histoloog-

patoloogi hinnang.

Kopsude transfektsiooni on  Kirjeldatud ka paljude teiste keemiliste
transfektsioonivektorite puhul ja seostatakse komplekside agregeerumisega ja sellest 1dhtuva
nanopartikli toksilise toimega (Kangkang et al., 2014). Seetottu tuleks teha kindlaks, et ka
PF14-ne puhul pole tegemist sarnase patoloogilise efektiga. Oluline on maérkida, et tiksikutel
kordadel suri PF14/pDNA saanud hiir 30 minuti jooksul peale komplekside siistimist
(sarnaselt teiste katioonsete nanopartiklite kasutamisel kirjeldatuga). Sellist toksilist toimet ei

esinenud aga pegiileeritud PF14 puhul (Veiman et al., 2015).
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Joonis 4: Hiire kopsu 1digud.Ulevalt alla on paaris ilma pealtvalgustuseta ja valgustusega A:
PF14/pmCherry-ga transfekteeritud hiir; B: PF14-PEG1000/pmCherry-ga transfekteeritud
hiir; C: pmCherry-ga transfekteeritud hiired. Sinine signaal on DAPI-ga vérvunud tuumad.

Roheline mérgib epiteeliga seostunud lektiinimolekule. Punane on fluorestseeruv mCherry
valk.




Joonis 5. Hiire maksa 16igud. A: puhta pDNA-ga transfekteeritud maks(kontroll). B: PF14
transfekteeritud hiire maks. C PF14-PEG1000 transfekteeritud hiire maks. D: HD
transfekteeritud pmCherry maks. Sinine signaal on DAPI-ga virvunud tuumad. Roheline
mirgib epiteeliga seostunud lektiinimolekule. Punane on fluorestseeruv mCherry valk..

Maksa transfektsiooni tulemused
Kompleksidega siistitud hiirte maksa koeldikude pildid on toodud joonisel 2. Lisaks

puhta pDNA-ga siistitud negatiivsele kontrollile tehti ka positiivne kontroll pDNA
hiidrodiinaamilise manustamisega, mis on tdestatud meetod transfektsiooni tekitamiseks
maksas. Rohelise fluoresentsmérgisega lektiinimolekulid tekitavad maksa sinusoididesse
seostudes roheliselt fluorestseeruva vorgustiku. Kdigi nelja erineva to6tlusega looma puhul on
voimalik selgelt eristada punast mCherry signaali, kusjuures kodige rohkem rakke on
transfekteeritud PF14/pDNA-ga ja HD katsetes. Puhta pDNA-ga siistitud hiires tuli signaal

veresoone (portaalveen voi arter) imber paiknevatest rakkudest ja viga iiksikutest kohtadest
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mujal. Voimalik, et PEG-i lisamisel on transfektsioon madalamaks jddnud, kuid see ei ole
siiski péris dra kadunud. Varem on vilja pakutud, et PEG-i lisamine védhendab mittesoovitud
maksa transfektsiooni (Rogers ja Rush, 2012), mida kiill varem pole tdheldatud lutsiferaasi
ekspresseeriva plasmiidi ja PEG-PF14-ga transfekteerides (Veiman 2015).

Maksa puhul on huvitav, et koikide katsete puhul (isegi puhta plasmiidi manustamisel)
vois leida mCherry punast signaali. Teiseks on teada, et maks on samuti organ, mida mitmete
keemiliste transfektsioonivektoritega suudetakse tihti transfekteerida ja mida seostatakse

maksa immunoloogilise rolliga organismis (Kangkang et al., 2014).
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Kokkuvote

Mitteviraalsete geenitransfektsiooni meetodite avastamine ja vilja to6tamine on iiha
rohkem saamas tihelepanu kuna on l&henemas oma efektiivsuselt viraalsele transduktsioonile.
Rakkudesse sisenevad peptiidid on iiheks nditeks sellest valdkonnast ja viimase kahekiimne
aastaga on toimunud tormiline areng nende funktsionaalsuse ja efektiivsuse parandamisega.
Algselt galaniinist ja mastoparaanist siinteesitud RSP transportaan on 1ibi ratsionaalse
arenduse ning disaini modifitseeritud ja parandatud efektiivseks RSP-ks PF14. Vilja to6tatud
PF14 on nukleiinhapetega mittekovalentselt komplekse moodustav ja neid rakkudesse
transportiv RSP, mis on tdestanud oma potentsiaali ka in vivo katsetes. Kéesoleva t6oga
sooviti tuua selgust PF14.-ne juba varem tdestatud kopsu ja maksa transfektsioonile.

Luc reportergeeniga tehtud katsete kogu organi geeniekspressiooni kvantitatiivne
analuiis ei anna informatsiooni selle kohta millised rakud, kus kohas on transfekteeritud.
Selleks kasutati kdesolevas t60s erinevaid fluorestseeruvaid reportervalke ja histokeemilisi
meetodeid. Saadud tulemused kinnitasid veelkord, et PF14.-ga ja PF14-PEG-iga on vdimalik
edukalt transfekteerida nii kopsu kui ka maksa rakke. Kopsus toimus transfektsioon seejuures
kdige paremini bronhide ja veresoonte timber olevatesse rakkudesse. Tulemused ei viidanud
itheselt sellele, kuidas ja kas toimus transfektsioon alveoolidesse. Maksas toimus
transfektsioon nii sinusoidides kui veresoontes, mis puhta pDNA puhul piirdus enamasti
veresoontega. Siiski jdi RSP vahendatud transfektsioon visuaalselt alla HD manustatud pDNA
transfektsioonile.

Koikide katsete puhul tuleb mérkida, et tegemist on kvalitatiivse analiiiisiga ja osasi
tulemusi on seetdttu voimalik mitmeti mdista. Tulemuste analiiiisi tegi keeruliseks ka EGFP
ja mCherry detekteerimisel kaasnev autofluoresents, mis hédgustab piire tegeliku signaali ja
taustamiira vahel. Kokkuvottes voib oelda, et PF14-ga on vdimalik pmCherry ja pEGFP
transfekteerimine maksa ja kopsu ning transfektsiooni lokaliseerimine LSC mikroskoobiga,
kuid edasiselt tuleks spetsiifiliste rakkude méadramiseks ja selgema signaali saamiseks

arendada kudede t66tlemise meetodeid.
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Evaluation of pDNA transfektsion with PepFect14 using Laser scanning confocal

microscopy.
Hans Vellama

Abstract

Gene delivery is the most straightforward approch to gene therapy. By introducing a
healthy gene we can replace the function of a malfunctioning gene or produce therapeutic
proteinis. On the other hand delivering the gene to the attended cells in vivo is a problem that
yet remains a difficult task. There are few successful examples of such approach, but more
effective delivery systems need to be developed. A promising field of research is CPP-s,
which efficiently transfect cells, have very little toxicity and are easily modified for
enhancement. A potentsial candidate for in vivo applications ia a CPP PepFect14 which has
already demonstrated successful gene delivery to the lungs and liver.

To further investigate the specific location of transfection with PF14, we conducted
this study, using fluorecent reporter proteins and LSCM. We used PF14 and PF14-PEG to
transfect pmCherry and pEFGP to mouses loung and liver tissue through intravenous
injection. Tissue sections from the mouses were examined through LSCM to detect gene
expression in succsessfully transfected cells. The results showed successful transfection of
pPDNA. For the lungs the strongest flourescent signal came mostly from bronchioles and blood
vessels indicating transfection was mostly located to these areas. For the alveoli, transfection
wasn’t clearly detectable and results remained ambiguous. Liver transfection was succsessful
in all parts of the organ, but showed no predominace over hydrodynamic transfection of
pDNA. Overall it is safe to say that the results fulfilled the objectives, but further

investigation remains to be done to specify the results.
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Lisa 1

Joonis 6: pEGFP-ga transfekteeritud hiir. Ulevalt alla: PF14-
pEGFP transfekteeritud kops; PF14-pEGFP transfekteeritud
maks; HD transfekteeritud pEGFP maks. Sinine signaal on
DAPI-ga viarvunud tuumad. Roheline signaal on
fluorestseeruv EGFP valk.
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Lisa 2

Joonis 7. IHC protokolli jargi toodeldud kops (A) ja maks (B). Sinine signaal on DAPI-ga
varvunud tuumad. Punane signaal on fluorestseeruv mCherry valk. Roheline signaal mérgib
antiCD31 antikehaga mérgistatud epiteelkudet.
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