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INFOLEHT

CendR-peptiidiga suunatud terapeutiliste hobeda nanoosakeste moju

eesnairmekartsinoomi rakkudele

Kéesoleva uurimistod eesmérgiks oli uurida vidhiravimi monometiililauristatiin  E
(MMAE) ja CendR-peptiidiga RPARPAR (RPAR) funktsionaliseeritud hobeda nanoosakeste
(AgNP) moju NRP-1 iileckspresseerivale PPC-1 ecesnddrmekartsinoomi rakuliinile in vitro.
Uurimistoos ndidati, et AQNP-MMAE-RPAR seondub spetsiifiliselt NRP-1 retseptorile ja et
MMAE lisamine AgNP-RPAR osakestele ei mojutanud nende seondumisvoimekust. Ag-MMAE-
RPAR omas tugevat tsiitotoksilist moju NRP-1 ekspresseerivatele rakkudele. AgNP-MMAE-
RPAR-i lisamisel PPC-1 ja M21 rakkude segakultuurile suri 96% sihtmarkrakkudest. Kéesolevas

uurimistoos véljaarendatud transportsiisteem on mudeliks jargnevatele projektidele.

Mirksonad: suunatud kasvajaravi, eesnddrmekartsinoom, hdbeda nanoosakesed, CendR-peptiid,

monometiiiilauristatiin E. CERCS kood: B726 kliiniline bioloogia.

Effect of CendR-peptide Targeted Therapeutic Silver Nanoparticles on Prostate Cancer
Cells

The aim of the study was to evaluate silver nanoparticles (AgNP) as carriers of cytotoxic
compounds to cancer cells. AgNPs were coupled with antineoplastic monomethyl auristatin E
(MMAE) and functionalized with CendR peptide RPARPAR (RPAR) that binds to neuropilin-1
(NRP-1) overexpressed in tumors. In a mixed culture of PPC-1 and NRP-1 negative M21 cells,
treatment with AQNP-MMAE-RPAR selectively killed 96% of the PPC-1 cells whereas the M21
cells were not affected. AgNP-RPAR particles without MMAE payload had a mild negative
effect on cell viability, suggesting that AgNP-RPAR might additionally act as a NRP-1
antagonist. The study demonstrates that peptide-targeted AgNPs can be used as carriers for
specific delivery of coupled cytotoxic compounds to the cultured cells. In follow-up studies the

efficacy of the AgNP platform for in vivo targeted anticancer drug delivery will be evaluated.

Keywords: targeted cancer therapy, silver nanoparticles, C-end Rule peptides, monomethyl
auristatin E. CERCS classification: B726 clinical biology.



KASUTATUD LUHENDID

CendR — C-terminaalse elemendi reegel (ingl. C-end Rule)
DMSO - Dimetiiiilsulfoksiid
EGF — Epidermaalne kasvufaktor

EPR efekt — Kasvaja suurenenud ldbilaskvus ja makromolekulide kinnipidamisvoime (ingl.

enhanced permeability and retention effect)

FAM — 6-[fluorestseiin-5(6)-karboksamido]-heksanoehape-NHS

FDA — USA toidu- ja ravimiamet

FGF — Fibroblastide kasvufaktor

ICs0 —Maksimaalse inhibeeriva kontsentratsiooni poolvéértus

M21 — Inimese melanoomi rakuliin

mAb — Monoklonaalne antikeha

MMAE - glutamiin-valiin-tsitrulliin-p-aminobensoiiiiloksiikarboniiiil-monometiitilauristatiin E
NHS — N-hiidrokstisuktsiinimiid

NRP-1 — Neuropiliin-1

PEG — Poliietiileengliikool

PPC-1 — Inimese eesnddarmekartsinoomi rakuliin

RPAR — N-terminaalse biotiini ja aminoheksaanhappega RPARPAR peptiid
TEM — Transmissioonelektronmikroskoop

VEGF — Vaskulaarne endoteeli kasvufaktor



SISSEJUHATUS

Kasvajad on 8,2 miljoni surmajuhtumiga aastas (2012. aasta seisuga) iiks peamisi
surmapdhjuseid maailmas. Uha enam tihelepanu leiab suunatud kasvajaravi, mis pdhineb
kasvajaspetsiifilistel ravimeetoditel. Kasvajaspetsiifilistel ravimsiisteemidel on madalam
stisteemne toksilisus ja vdhem raskeid korvalmojusid kui tavapdrases keemiaravis kasutatavatel
ravimitel. Moningad kasvajaspetsiifilised ravimid on joudnud juba Kliinilisse kasutusse ja
ndidanud positiivseid tulemusi. Uue kasvajaravi suunana kasutatakse kasvajate raviks
biotihilduvaid tsiitotoksiliste iihenditega laaditud nanoosakesi. Nanoosakeste suunamiseks ja
nende selektiivsuse tostmiseks kasutatakse kasvajate biomarkeritele suunatud afiinsusligande (nt
peptiidid, antikehad).

Kéesoleva uurimistoé eesmairgiks oli uurida vdhiravimi monometiiiilauristatiin E ja
CendR-peptiidiga RPARPAR  funktsionaliseeritud hobeda nanoosakeste moju PPC-1
eesnddrmekartsinoomi rakuliinile. Lisaks uuriti nimetatud nanoosakeste omadusi ning vdimet
neuropiliin-1 retseptori vahendusel seonduda PPC-1 rakkudele ja neisse siseneda. Véljaarendatud
transportsiisteem on mudeliks jirgnevatele projektidele. Uurimistdd tehti Tartu Ulikooli Bio- ja

Siirdemeditsiini instituudi véhibioloogia uurimisriihmas.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Kasvajad

Kasvajad saavad alguse rakkudest, mis on kaotanud kontrolli jagunemise ja kasvu iile
(Weinberg, 2013). Geneetiliselt on kasvajate tekke peamiseks pdhjuseks somaatiliste
mutatsioonide kogunemine, mis pdhjustavad podrdumatu iilemineku kasvajarakkudeks.
Kasvajarakkudele omaseid mutatsioone pdhjustavaid mojureid kutsutakse kantserogeenideks:

nende hulka kuuluvad niiteks teatud kiirgused, kemikaalid ja viirused (Heinaru, 2012).

Healoomulised kasvajad ei levi oma tekkepiirkonnast viljapoole, mistottu neid saab
tildjuhul kirurgiliselt eemaldada. Pahaloomulised kasvajad (s.o véhktdobi) on vdimelised
siirdkolletena levima teistesse kudedesse ja organitesse (metastaseeruma) — selline invasiivne
omadus muudabki pahaloomulised kasvajad niivord ohtlikuks. Vahktobi moodustab umbes 90%
koigist kasvajate pOhjustatud surmadest (Cooper, 1993; Weinberg, 2013). Kasvajad jagunevad
péritolu alusel nelja suuremasse rithma: kartsinoomid, sarkoomid, leukeemiad ja limfoomid.
Kartsinoomid périnevad epiteelirakkudest (naharakkudest, siseelundite kattekoe rakkudest ja
nddrmerakkudest); sarkoomid sidekoe rakkudest; leukeemiad vereloomerakkudest ning
limfoomid immuunsiisteemi rakkudest. Leidub ka véhitiilipe, mis ei ole klassifitseeritavad iihtegi

eelmainitud riihma, nagu néiteks teratoomid. (Cooper, 1993; Weinberg, 2013).

Olulisel kohal on muutused kasvajarakkude geenides ja geeniekspressioonis. Kasvajaid
pOhjustavad geenid jaotuvad kahte rithma: onkogeenid ja kasvaja supressorgeenid. Onkogeenides
tekkinud mutatsioonid vdivad pohjustada rakkude kontrollimatu jagunemise. Kasvaja
supressorgeenid kodeerivad raku jagunemist kontrollivaid valke ja nende hairumisel voib samuti
tekkida rakkude kontrollimatu jagunemine. Uldiselt sdltub kasvaja moodustumine, kasv ja
mestastaseerumine mutatsioonide kuhjumisest erinevates geenides, mitte ainult liksikust proto-
onkogeeni aktivatsioonist vOi kasvaja supressorgeeni inaktivatsioonist (Heinaru, 2012). Paljud
onkogeenide poolt kodeeritavad valgud (onkovalgud) aktiveerivad samu rakusiseseid

signaaliiilekanderadu nagu eksogeensed mitogeenid (rakujagunemist esilekutsuvad stiimulid



véliskeskkonnast). Seega tagavad sellised onkovalgud kasvajaraku autonoomse jagunemise ehk
kasvajarakk ei vaja enam jagunemiseks stiimuleid véaliskeskkonnast (Weinberg, 1991).

Proliferatiivse signaak
sailitamine

Kasvusupressorite
mahasurumine

Angiogeneesi Invasiooni ja metastaasi
esilekutsumine aktivatsioon

Replikatitvse surematuse
voimaldamine

Joonis 1. Kasvajatele omased tunnused (ingl. Hallmarks of Cancer; Hanahan ja Weinberg,
2011).

Veel iiheks erinevuseks kasvajate ja normaalse koe vahel on kasvajate mikrokeskkond,
mida iseloomustavad muutused veresoonkonnas, madal pH ning muutused hapniku- ja
verevarustuses ning ainevahetuses. Viiksemates (1-2 mm?®) soliidtuumorites ei ole angiogenees
ehk veresoonte moodustumine vajalik, sest hapnik ja toitained jouavad kdigi kasvajarakkudeni
difusiooni kaudu (Danhier, 2010). Seevastu suuremates kasvajates peab kdivituma angiogenees,
sest hapniku difusioonipiir tahketes kasvajates on umbes 150 um ja hiipoksia hakkab tekkima
juba 100 pm kaugusel veresoontest (Helmlinger jt, 1997). Angiogeneesi kéivitumine soltub
vastavat geeniekspressiooni mdjutavate pro- ja antiangiogeensete faktorite tasakaalust.
Proangiogeensete faktorite hulka kuuluvad niiteks fiisioloogilised stiimulid nagu hiipoksia ja
mitmesugused aktivaatormolekulid, nagu nditeks vaskulaarne endoteeli kasvufaktor (VEGF),
epidermaalne kasvufaktor (EGF) ja fibroblastide kasvufaktorid (FGF-id). Antiangiogeensete
faktorite hulka kuuluvad nditeks trombospondiin-1, angiostatiin ja endostatiin (Bergers ja
Benjamin, 2003).



1.2

Kasvaja veresooned erinevad tavalistest veresoontest. Kasvaja veresooni katavad
luminaalselt endoteelirakud, mis on ebakorraparase paigutusega ning paljudel juhtudel puudub
peritsiiiitide kiht. Lisaks on suurenenud veresoonte ldbilaskvust suurendavate faktorite, nagu
nditeks bradiikiniini, ldmmastikoksiidi, VEGF-i ja prostaglandiinide, tootmine. Kasvajate
liimfiringe on defektne ning seetdottu on hdiritud jédkainete ja interstitsiaalse vedeliku
véljaviimine kasvajakoest (Greish, 2007). Nendest kasvaja veresoonestikule ja ainevahetusele
omastest ndhtustest tulenevalt koguneb tahketesse kasvajatesse suuremas kontsentratsioonis
makromolekule kui normaalsetesse kudedesse — seda nimetatakse EPR (ingl. enhanced
permeability and retention) efektiks (Maeda jt, 2000).

Kasvajate esinemissagedus on tdousuteel — maailma rahvaarv kasvab, keskmine vanus
suureneb ja elustiilimuutused toovad endaga kaasa kasvajaid soodustavate riskifaktorite osakaalu
suurenemise. Aastal 2012 diagnoositi maailmas 14,1 miljonit uut kasvajajuhtumit ja kasvajatesse
suri 8,2 miljonit inimest (Torre jt, 2015). Kasvajatest tingitud suremus on viimase kahe kiimnendi
jooksul langenud 23%, kuid sellest hoolimata on kasvajad teiseks peamiseks surmapdhjuseks
USA-s ja liks peamisi maailmas. Ameerika Vihiliit ennustab, et 2016. aastal sureb ainuiiksi
USA-s kasvajatesse ligemale 600 000 inimest. Selliste andmete valguses tuleb jitkata
kasvajauuringuid nii alusteaduslikul kui ka Kliinilisel tasemel, lootuses leida uudseid ravimeid ja
ravimeetodeid (Siegel jt, 2016).

In vitro kasvajamudelid

Esimene rakukultuuris kasvatatud vihirakuliin oli HelLa — emakakaelavéhi
rakuliin, mille rakud saadi 1951. aastal patsiendilt Henrietta Lacks (Scherer, 1953). Sellest ajast
saati on inimpdritolu kasvajatest tuletatud rakuliinid leidnud ulatuslikku kasutust kasvajate
katsemudelitena. Juba 1980. aastate 16pus pani USA Riiklik Vahiinstituut kokku 60 inimpéritolu
kasvaja rakuliinist koosneva paneeli (NCI60), mida kasutatakse vidhivastaste ravimite in vitro
testimisel. NCI60 abil testitakse aastas kuni 3000 vdhivastase molekuli tsiitotoksilist aktiivsust.
NCI60 projektist on vélja kasvanud suurim avalikkusele kdttesaadav andmebaas, mis koondab

rakupdhiseid véhivastaste ravimitega 1dbiviidud katseid (Shoemaker, 2006; [1]).



Kuigi kasvajaliinid erinevad tegelikult nii inimese normaalsetest kudedest kui ka
kasvajakoest, leiavad need Kkliiniliste kasvajaproovide vihese kéttesaadavuse ja keeruliste
kultiveerimistingimuste tottu laialdast kasutust (Ross jt, 2000). Erinevustest hoolimata néidati 51
rinnavihi rakuliiniga teostatud uuringus, et testitud rakuliinidel on olemas enamik genoomsetest
ja transkriptsioonilistest isedrasustest, mida seostatakse vastavate primaarsete vahitiitipidega.
Lisaks korreleerus uuritud rakuliinide ravivastus kliinilises praktikas tdheldatuga (Neve jt, 2006).
On ilmne, et kultuuris kasvatatavad rakuliinid on kohanenud tehiskeskonnaga, mistottu ei pruugi

sellised rakuliinid enam piisavalt hésti esindada vastavaid primaarseid kasvajaid (Borrell, 2010).

Kasvajatevaheline heterogeensus Kasvajasisene heterogeensus

Rakkudevaheline
geneetiline ja

Rakupopulatsioon 2 Rakupopulatsioon 3 mittegeneetiline
heterogeensus

Joonis 2. Kasvajatevaheline ja kasvajatesisene heterogeensus. Rakupopulatsioonid kasvajas voivad
ruumiliselt seguneda vo6i piisida lahus. Erinevad rakupopulatsioonid vdivad omada ka erisugust
mikrokeskkonda v&i veresoonestikku. Parempoolsel pildil on punase margisega tahistatud kromosoom 2,
rohelisega kromosoom 18 ja sinisega DNA; ndha on geneetilist ja mittegeneetilist varieeruvust rakkude

vahel (Burrell jt, 2013).

Genoomika kiire areng on vdimalikuks teinud rakuliinide ulatusliku vordluse primaarsete
kasvajatega, andes viirtuslikku informatsiooni rakuliinide péritolu ja omaduste kohta
(Beroukhim, 2010; Domcke jt, 2013). Suuremahulise genotiipiseerimise tulemusena leidis
kinnitust rohkem kui 30 aastat tagasi esitatud hiipotees, mille kohaselt iihe kasvaja
rakupopulatsioonid erinevad tksteisest geneetiliselt ja fenotiiiibiliselt olulisel mééral. Sellist
ndhtust nimetatakse kasvajasiseseks heterogeensuseks (Heppner, 1984; Marusyk ja Polyak,
2010). Lisaks esineb suur heterogeensus erinevatest algkudedest périt kasvajatiilipide vahel;
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1.3

samuti voivad lksteisest olulisel mééral erineda kahe indiviidi sama tiilipi kasvajad. Kasvaja
genoomne ja rakupopulatsiooniline struktuur ei pruugi olla piisiv ja voib ajas muutuda, niiteks
véhiravi mojul (Gillet jt, 2011; Borrell jt, 2013).

Genoomiuuringud vdimaldavad tulevikus paremini mdista ravimite toimemehhanismide
seoseid konkreetsete kasvajate geneetilise profiiliga ning leida paremaid in vitro kasvajamudeleid
(Sharma jt, 2011; Ahmed jt, 2013). Viimasel ajal on {iha enam tdhelepanu hakatud poorama
kolmemodtmelistele in vitro kasvajamudelitele, mida nimetatakse sferoidideks voi organoidideks.
Sellised rakukogumid imiteerivad kasvajate mikrokeskkonda paremini kui kahemdotmeline
rakukultuur (Mehta jt, 2012; Hoffmann jt, 2015).

Kasvajate biomarkerid

Biomarker on tunnus, mille abil on vdimalik tuvastada normaalset voi haiguslikku
bioloogilist protsessi vOi farmakoloogilist ravivastust ning mis on objektiivselt mdddetav.
Kasvajate kontekstis on biomarker aine vdi protsess, mis aitab kindlaks teha kasvaja tiilibi ja
olemasolu organismis. Kasvajate biomarkerid voivad olla geneetilised, epigeneetilised,
proteoomsed voi glilkoomsed (Mishra ja Verma, 2010).  Genoomika, proteoomika ja
molekulaarpatoloogia arenguga on kaasnenud paljude biomarkerite avastamine, kuid nende
kliinilisse kasutusse votmine on raskendatud. Avastatud biomarkerid peavad kliinilisse kasutusse
joudmiseks ldbima pika ja keerulise valideerimisprotsessi. Lisaks on veel hulgaliselt praktilisi
takistusi, miks biomarkerid ja suunatud kasvajaravi potentsiaal ei ole veel tdies mahus

realiseerunud (Ludwig ja Weinstein, 2005).

Uheks biomarkerite viljundiks on nende kasutamine ravieesmirgil. Niiteks on tuvastatud,
et mitmetes kasvajates on tekkinud mutatsioonid ERBB ehk EGF-i retseptoris, mis vdimaldab
selle retseptori inhibeerimist kasvajaspetsiifiliselt. Mitmed ERBB inhibiitorid on joudnud ka
Kliinilisse kasutusse (Arteaga ja Engelman, 2014). Teise viljundina vodidakse kasvajate
biomarkereid kasutada nditeks terapeutiliste voi diagnostiliste tihendite kasvajaspetsiifilisuse
tostmiseks. Selles kontekstis on eriti kasulikud kasvajate veresoonte seintes avalduvad

biomarkerid, sest need on vereringlusesse viidud molekulidele hdlpsasti ligipadsetavad. Selliste
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biomarkerite hulka kuuluvad néiteks teatud kasvajatiilipides tleekspresseeritud a,fs- ja ayPs-

integriinid, p32 ja neuropiliin-1 (Ruoslahti jt, 2010; Willmore jt, 2016).
Neuropiliin-1

Neuropiliinid on 130-140 kDa suurused multifunktsionaalsed membraanseoselised
valgud, mis seovad muuhulgas 3. klassi semaforiine ja VEGF-i. On niidatud, et neuropiliinid
mangivad olulist rolli mitmetes protsessides, nagu néditeks nérvisiisteemi areng, immuunvastuse

kujunemine, angiogenees ja liimfangiogenees (Ellis, 2006).

Neuropiliinid on iileekspresseeritud paljudes kasvajates ja kasvajate rakuliinides.
Neuropiliin-1 (NRP-1) iileekspressiooni on nididatud eesnddrme-, rinna-, pdie-, neeru-, soole-,
pankrease-, naha-, munasarja- ja kopsuvdhis. Eriti korge on NRP-1 ekspressioon
eesnddrmekartsinoomi rakkudes (Soker jt, 1998; Willmore jt, 2016). Arvatakse, et NRP-1 mdju
kasvajate eluvoimelisusele, angiogeneesile ja migratsioonile tuleneb NRP-1 osalusest
semaforiinide ja VEGF-i signaalililekanderadades (Rizzolio ja Tamagnone, 2011). Lisaks on

NRP-1 oluline inimese endoteelirakkude adhesioonivdime tagamiseks (Murga jt, 2005).

NRP-1 tipsed toimemehhanismid on veel teadmata. Uhe hiipoteesi kohaselt vdimendab
NRP-1 kaasretseptorina VEGF-i (ja teiste NRP-1 ligandide) seondumist pohiretseptorile (Soker
jt, 2002). Teise hiipoteesi kohaselt ei piirdu NRP-1 funktsioon ainult kaasretseptori rolliga, vaid
NRP-1 omab ka primaar-retseptorist sdltumatut aktiivsust (Pan jt, 2007).

NRP-1 korge ekspressioon assotsieerub kliiniliste viahkkasvajate suure invasiivsuse ja
metaseerumisega. NRP-1 iileekspressioon korreleerub niiteks eesnddrmevéhi agressiivsuse ja
angiogeneesi madraga (Latil jt, 2000). Loomkatsed on nididanud, et NRP-1 iileekspressioon
soodustab mikroveresoonte tiheduse ja endoteelirakkude proliferatsiooni suurenemist kasvajates,
soodustades kasvajate kasvu, angiogeneesi ja invasiooni ning vidhendades kasvajarakkude
apoptoosi (Miao jt, 2000). NRP-1 on sihtmérgiks mitmetele suunatud véhiravi platvormidele
(Teesalu jt, 2009; Kumar jt, 2014).
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1.4 Suunatud kasvajaravi

Kasvajaravi kolm pohilist suunda on kirurgia, kiiritusravi ja keemiaravi. Ravi valik soltub
kasvaja tiitibist, haiguse staadiumist, saadaval olevast tdendusmaterjalist ravi efektiivsuse kohta
ja raviarsti vOi patsiendi eelistusest. Keemiaravi on enamike kasvajatiitipide ravi alustalaks.
Kasvajaravis voidakse kasutada iihte vOi mitut (s.0 kombineeritud keemiaravi) ravimit kas
omactte vOi koos kirurgia ja/voi kiiritusraviga. Kasutusel olevaid keemiaravimeid on vdimalik
toimemehhanismi alusel jagada seitsmesse rithma: alkiiiilivad ained, antratsiikliinid, alkaloidid,
antimetaboliidid, topoisomeraasi inhibiitorid, hormonaalsed ained ja kasvajaspetsiifilised ained
(Newman ja Blackhall, 2010).

Enamik kasutusel olevatest keemiaravimitest on suhteliselt ebaspetsiifilised ning nende
kasutamisega kaasneb silisteemne toksilisus ja tdsised korvalmojud. Seetdttu on jdrjest enam
tahelepanu hakatud podrama ravimite véljatootamisele, mis on oma toimemehhanismi voi
kudedesse jaotumise tottu kasvajaspetsiifilised (Danhier jt, 2010). Niiteks dgeda limfotsiiiitilise
leukeemiaga patsientide elumus 5 aasta 1dikes on viimase 35 aasta jooksul suunatud véhiravi

kasutuselevotu tottu tdusnud 29% vorra (Siegel jt, 2016).

Edusammud kasvajate molekulaarsete mehhanismide uurimisel on teinud voimalikuks
defektsete molekulide ja signaaliradade spetsiifilise ravi, mis aitab parandada kasvajaravi
efektiivsust ja vdhendada korvalmojusid (Sawyers, 2004). Uue suunana kasutatakse suunatud
kasvajaravis nanoosakestel pohinevaid platvorme, mis kannavad seotud ravimi eelistatult
kasvajakoesse. Nanosiisteeme saab vastavalt vajadusele disainida, nditeks muutes nanoosakeste
suurust, kuju, poorsust, tsirkulatsiooniaega, Kkinnitunud molekulide arvu jne. Lisaks on
nanosiisteemide abil vdimalik parandada transporditavate ainete (ravimite) farmakoloogilisi

omadusi, nditeks lahustuvust ja biosobivust (Kanapathipillai jt, 2014).

Suunatud kasvajaraviks kasutatakse eritiiiibilisi nanoosakesi: poliimeeridel pohinevaid
nanoosakesi, liposoome, viiruseid / viiruse-sarnaseid osakesi ning erinevate metallide
nanoosakesi (Wang jt, 2008; Willmore jt, 2016). Nanoosakeste bioiihilduvuse, biojaotuvuse ja
farmakokineetiliste omaduste parandamiseks funktsionaliseeritakse neid molekulidega, mis

aitavad viltida mononukleaarseid fagotsiiiite. Uheks levinud meetodiks on poliietiileengliikooli
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(PEG) rithmade lisamine (pegiileerimine; Albanese jt, 2012). Samuti on oluline ka nanoosakeste

pinnalaengu optimeerimine (Xiao jt, 2011).

Uheks suurimaks viljakutseks suunatud kasvajaravis on selliste moodulite viljatéotamine,
mis suudavad selektiivselt ravimiga laaditud nanosakesed kasvajakoesse toimetada (Brannon-
Peppas ja Blanchette, 2012). Afiinsusel pdohinevaks aktiivseks suunamiseks Kinnitatakse
nanoosakestele kasvajaspetsiifiline molekul, nagu néiteks kasvajakude penetreeriv peptiid (ingl.
tumor penetrating peptide; vt alljargnevat peatiikki). Kasvajaspetsiifiline molekul tagab ravimiga
varustatud nanoosakese rakku sisenemise (Ferrari, 2005; Teesalu jt, 2009).

Kasvajakude penetreerivad peptiidid

Uheks kasvajaspetsiifiliste afiinsusligandide puudujiéigiks on nende vihene kasvajakoe
penetreerimisvoime, mis tdhendab, et transporditavad ravimid ei joua veresoontest kaugemal
asuvate kasvajarakkudeni. Hiljuti iseloomustatud kasvajakude penetreerivad peptiidid aga
seonduvad  holpsasti  ligipddsetavatele  biomarkeritele  kasvajarakkudel ja  kasvaja
endoteelirakkudel ning suudavad tungida siigavale ekstravaskulaarsesse kasvajakoesse (Ruoslahti
jt, 2010).

Teesalu jt (2009) leidsid in vivo faagiraamatukogude skriinimise tehnoloogiat kasutades
peptiidid, mis seonduvad NRP-1 retseptori vahendusel eesnddrmekartsinoomi rakkudele.
Tuvastati, et skriiningus esile tulnud peptiididel on ithine motiiv, mis on seondumise tagamiseks
oluline: RIKXXR/K. Eriti efektiivseks osutus RXXR-tandemmotiiviga peptiid RPARPAR (ehk
RPAR). Edasiste uuringute kiigus leiti, et antud motiiv on aktiivne siis, kui see asub
poliipeptiidahela C-terminaalses otsas — seega nimetati motiiv C-terminaalseks elemendiks
(CendR; ingl. C-end Rule; Teesalu jt, 2009). Peptiidjarjestusse peidetud kriiptilisi CendR-motiive
on voimalik aktiveerida védhikoest parinevate proteaasiga, nagu niiteks urokinaasiga (Braun jt,

2016).

CendR-motiiviga peptiidid seonduvad NRP-1 retseptori b1b2 domeenile, mis aktiveerib
CendR-iilekanderaja (ingl. CendR pathway). On nididatud, et CendR-peptiidid sisenevad
rakkudesse endotsiitoosi teel ja tegu on aktiivse transpordiga (Sugahara jt, 2009). Kiillastatav

CendR-iilekanderada erineb tavapédrasestest endotsiitoosiradadest ja meenutab rohkem
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makropinotsiitoosi, kusjuures CendR-iilekanderaja aktiivsus ja NRP-1 ekspressioon suureneb
toitainete vaeguses. Arvatakse, et CendR-iilekanderada voib olla moeldud toitainete transpordiks,
mis seletaks CendR-peptiidide kasvajakoe penetreerimisvdimet. Uhtlasi tihendab see, et
CendR/NRP-1 siisteem voiks eriti kasulik olla ravimite transportimisel halva veresoonestikuga
soliidtuumoritesse, milles tuleb toitaineid transportida siigavale kasvajakoesse (Pang jt, 2014).
Lisaks suudavad CendR-peptiidid rakkudesse sisenemisel ja kasvajakoe penetreerimisel endaga
kaasa votta nii konjugeeritud kui ka koosmanustatud molekule (Teesalu jt, 2013).

1.4.2 Monometiiiilauristatiin E

Monometiitilauristatiin E (MMAE) on korge aktiivsusega dolastatiin 10 siinteetiline
analoog, mis blokeerib tubuliini poliimerisatsiooni ja pérsib seeldbi rakkude jagunemist.
Kolmekiimne iiheksa inimese kasvaja rakuliiniga (sh eesnddrmekartsinoomiga) 14bi viidud uuring
nditas, et mitte tikski neist ei olnud MMAE-Ile resistentne. Lisaks leiti antud uuringus, et MMAE
ICso vairtus on 3,2 = 0,5 nM, mis tdhendab, et MMAE on 197 korda potentsem kui tuntud

véhivastane ravim doksorubitsiin (ICso vaartus 631 nM; (Doronina jt, 2003).

Katepsiin B-ga
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Joonis 3. Monoklonaalse antikeha (mAb) ja MMAE konjugaadi keemiline struktuur. MMAE
kinnitamiseks antikehale on kasutatud ithendusliili, mis sisaldab valiin-tsitrulliin (Val-Cit) peptiidsidet.

Vabheliiliks on paraaminobensoehape ning kinnitusrithm koosneb maleimiidist ja kaproonhappest [2].

Tugeva mittespetsiifilise tsiitotoksilise moju tdttu ei sobi MMAE kasutamiseks
keemiaravis — sellepérast on viélja to6tatud monoklonaalsest antikehast (mAb) ja MMAE-st
koosnevad suunatud MMAE konjugaadid. MMAE ja antikeha {ihendatakse omavahel peptiidsete

tthendusliilidega, saades nditeks mAb-valiin-tsitrulliin-MMAE konjugaadi. Valiin-tsitrulliin (Val-
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Cit) peptiidside on 16hustatav liisosomaalse proteaasiga katepsiin B, mille ekspressioon ja
aktiivsus on suurenenud mitmetes kasvajatiiipides, sealhulgas ka eesnddrmekartsinoomis
(Koblinski jt, 2000; Doronina jt, 2003). Uks selline mAb-MMAE konjugaat on brentuximab
vedutin (Adcetris), mis sai 2011. aastal Hodgkini limfoomi ja siisteemse anaplastilise
suurerakulise liimfoomi ravis kasutamiseks USA toidu- ja ravimiameti (FDA) heakskiidu ([3];
Younes jt, 2012).
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EKSPERIMENTAALOSA

2.1

2.2

2.2.1

Too eesmargid

Kéesoleva uurimistod eesmérgiks oli uurida vidhiravimiga monometiiiilauristatiin E
(MMAE) ja CendR-peptiidiga RPARPAR (RPAR) funktsionaliseeritud hobeda nanoosakeste
(AgNP) moju NRP-1 iileekspresseeriva PPC-1 eesnddrmekartsinoomi rakuliinile. Lisaks uuriti
nimetatud nanoosakeste omadusi ning voimet NRP-1 vahendusel seonduda PPC-1 rakkudele ja

neisse siseneda. Viljaarendatud transportsiisteem on mudeliks jargnevatele projektidele.

Materjalid ja metoodika

Hobeda nanoosakeste siintees ja funktsionaliseerimine

Hobeda nanoosakesed siinteesiti vastavalt Lee ja Meiseli avaldatud tsitraadimeetodile
(Lee ja Meisel, 1982). Kasutatud materjalid: AgNO; (Sigma-Aldrich),
trinaatriumtsitraatdihiidraat (Sigma-Aldrich), tilipuhas vesi eritakistusega 18 MQecm (Milli-Q);
klaasnoud puhastati vadvelhappe (Sigma-Aldrich) ja vesinikperoksiidi (Sigma-Aldrich) lahusega.

Hobeda nanoosakeste funktsionaliseerimine pohineb Brauni jt (2014) avaldatud artiklil,
kusjuures  kasvajaspetsiifilise peptiidina kasutati  biotiin-aminoheksaanhape-RPARPAR-i
(RPARPAR ehk RPAR; TAG Copenhagen) ja fluorestsentsmargisena CF555-NHS-i (Biotium).
Hobedast siidamik kaeti vastavalt avaldatud meetodile neutravidiin-PEG(5k)-tiooli (Thermo
Scientific / JenKem) ja lipoehape-PEG(1k)-amiiniga (Nanocs). Vajadusel asendati RPAR D-
biotiiniga (Sigma-Aldrich). Tsiitotoksilisuse katsete jaoks asendati fluorestsentsmirgis NHS-
glutamiin-valiin-tsitrulliin-p-aminobensotiiiloksiikarboniiiil-monometiiiilauristatiin E-ga (edaspidi
MMAE; ALB Technology).

17



2.2.2

RPAR
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Joonis 4. Funktsionaliseeritud Ag-nanoosakeste skeem. Hobedast (AgNP) siidamikuga nanoosakesed on

kaetud neutravidiin-PEG-tiooliga (NA), millele kinnitub biotiniileeritud kasvajaspetsiifiline peptiid
(RPAR), ja lipoehape-PEG-amiiniga, millele kinnitub fluorestsentsmargis (CF555) voi NHS-Val-Cit-
MMAE (MMAE) (Braun jt, 2014).

MMAE voi CF555-mérgise kinnitamiseks lisati Ag-nanoosakeste pohilahusele vastav 2
mM lahus veevabas dimetiiiilsulfoksiidis (DMSQO; Sigma-Aldrich) ja segu inkubeeriti {ile66 4 °C
juures  (pimedas). Kinnitamata MMAE/CF555 eemaldamiseks koguti nanoosakesed
mikrotsentrifuugiga 5424 R (Eppendorf) (3500 g, 10 min) pdhja, supernatant eemaldati ja lisati
PBS, mis sisaldas 0,05% Tween-20 (Sigma-Aldrich) (PBST); osakeste uuesti lahusesse viimiseks
sonikeeriti tuube liihiajaliselt ultrahelivannis RK 52 (Bandelin Electronic). Pesuprotseduuri
korrati 3 korda. RPAR-i (voi D-biotiini) kinnitamiseks lisati vastavat 2 mM lahust PBS-is ja segu
inkubeeriti vdhemalt 30 minutit toatemperatuuril (pimedas). Nanoosakesi pesti iiks kord ja
sailitati PBST-s lahustatuna 4 °C juures (pimedas). Enne Ag-nanoosakeste kasutamist sonikeeriti

lahust liihiajaliselt.
Hobeda nanoosakeste iseloomustus

Transimissioonelektronmikroskoopia (TEM) kujutiste saamiseks kasutati
transmissioonelektronmikroskoopi Tecnai 10 (Philips). Ag-nanoosakeste proovid lahjendati PBS-
is ja asetati spetsiaalsele vaskvorgustikuga TEM-i preparaadialusele Cu-300 (Pacific Grid-Tech).

Nanoosakeste suurust ja elektrokineetilist potentsiaali (-potentsiaali) moddeti Zetasizer

Nano ZSP (Malvern) analiisaatoriga. Osakeste suuruse mddtmine pdhineb valguse diinaamilise
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2.2.3

224

hajumise (DLS; ingl. dynamic light scattering) meetodil; elektrokineetilise potentsiaali mdotmise
aluseks on laseripohine Doppleri mikroelektroforees (ingl. laser Doppler microelectrophoresis).
Proovid lahjendati PBS-is ja mootmised teostati 20 °C juures. Suuruse modtmisel kasutati
poliistiireenist kiivette (Sigma-Aldrich) ja elektrokineetilise potentsiaali modtmisel spetsiaalseid

kapillaarkiivette DTS1070 (Malvern).

Ravimi kogust ithe Ag-nanoosakese kohta moddeti kaudselt, NHS-seondumiskohtade
kaudu. Selleks tehti  6-[fluorestseiin-5(6)-karboksamido]-heksanoehape-NHS-ist  (FAM)
seerialahjendused kontsentratsioonide vahemikus 1-1000 nM ja kolm lahjendust Ag-
nanoosakeste pohilahusest. Lahjendi ja tiihiproovina kasutati spetsiaalset hdbeda sodvituslahust
(ingl. etching), mis valmistati vastavalt Brauni jt artiklis (Braun jt, 2014) avaldatud protseduurile
(detailsem kirjeldus peatiikis ,,Konfokaalmikroskoopia®). Fluorestsentsi intensiivsust mdddeti
mikrotiiterplaadilugejaga FlexStation 3 (Molecular Devices) ja NHS-FAM-i mdotmisel saadud
vaartustega joonestati MS Excelis graafik, millele lisati lineaarne trendijoon. Ag-nanoosakeste
proovide mootmisel saadud tulemused sobitati trendijoone valemisse, et leida NHS-

seondumiskohtade arv, mis tolgendati timber ravimi koguseks nanoosakese kohta.
Rakukultuur

PPC-1 (inimese eesndarmekartsinoom), PPC-1-GFP (inimese eesnddrmekartsinoom, mis
ekspresseerib  GFP valku) ja M21 (inimese melanoom) rakke (ATCC) kasvatati korge
gliikkoosisisaldusega Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) s66tmes (PAA), kuhu oli
lisatud 10% veiselooteseerumit (PAA), penitsiliini (Gibco) ja streptomiitsiini (Gibco). Rakke
kasvatati iihekihilise kultuurina 75 cm? suurustes rakukultuuri pudelites (BD Biosciences), mida
hoiti rakukultuuriinkubaatoris 37 °C juures ja 5% CO, keskkonnas. Rakkude lahtivotmiseks
kasutati ensiilimivaba PBS-pohist raku dissotsiatsioonipuhvrit (Gibco) ja pesemiseks PBS-

puhvrit.
Konfokaalmikroskoopia

Konfokaalmikroskoopia katseteks kasvatati rakke 24 tundi 24-siivendilistes
mikrotiiterplaatides (Corning), kuhu olid lisatud 12 mm diameetriga katteklaasid (Marienfeld-

Superior). Pérast 37 °C DMEM s66tmega pesemist lisati proovid tdpsustatud kontsentratsioonis ja
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2.2.5

rakke inkubeeriti 37 °C juures ja 5% CO; keskkonnas iiks tund (antikehaga blokeerimise katsetes
lisati 10 pg/ml antikeha 15 minutit enne nanoosakesi). Rakke pesti uuesti sooja séotmega ja
fikseeriti kiilma 100% metanooli (BioTop) vdi 4% paraformaalaldehiiidiga (Sigma-Aldrich)
PBS-is. Segakultuuri katses kasvatati rakke péarast proovide lisamist veel 48 tundi.
Rakustruktuuride visualiseerimiseks varviti rakke 100-kordselt lahjendatud plasmamembraani
varviga CellMask Green voi CellMask Deep Red (Thermo Fisher); rakutuumad vérviti 1 pg/ml
4’ 6-diamidino-2-feniiiilindooliga (DAPI; Sigma-Aldrich). Viimase etapina pandi alusklaasidele
(Karl Hecht) tilk sulundusvedelikku Fluoromount-G (Electron Microscopy Sciences), mille peale
asetati katteklaasid mikrotiiterplaadi slivenditest. Pikaajalisemaks séilitamiseks fikseeriti

katteklaasid parast sulundusvedeliku kuivamist kiitinelakiga.

Rakuviliste Ag-nanoosakeste lahustamiseks kasutati spetsiaalset hobeda sd6dvituslahust,
mis ei ldbi rakumembraani. S66vituslahus valmistati vastavalt varasemalt avaldatud meetodile
(Braun jt, 2014). So6vituslahus valmistati iga kord varskena pimedas hoitud 200 mM Na,S,0;
(Sigma-Aldrich) ja KsFe(CN)g (Sigma-Aldrich) pohilahustest. To6lahuses oli molema reagendi
kontsentratsioon 10 mM ja lahjendina kasutati PBS-i. Rakke inkubeeriti 5 minutit td6lahusega ja

seejarel pesti 2-3 korda PBS-iga.

Pildid tehti konfokaalmikroskoobiga FV1200MPE (Olympus), kasutades UPlanSApo
60x/1.35na voi 10x/0.4na objektiivi (Olympus). Piltide to6tlemiseks kasutati tarkvara FluoView
FV10-ASW 4.0 (Olympus). Mikroskoobipiltitde kvantifitseerimiseks kasutati vabavara ImageJ
koos tdiendava vabavaralise paketiga FIJI. Rakkude eluvdimelisuse analiilisimiseks
konfokaalmikroskoopia piltide alusel mdddeti rakkude poolt kaetud pindala. Saadud pindala

jagati nanoosakestega to6tlemata kontrolli pindalaga ja korrutati saja protsendiga.
Labivoolutsiitomeetria

Labivoolutsiitomeetria katsete jaoks voeti rakud plaadilt lahti ensiilimivaba PBS-pdhise
raku dissotsiatsioonipuhvriga (Gibco), jaotati 1,5 ml tuubidesse, pesti 37 °C s66tmega ja
tsentrifuugiti (250 g, 5 min) pohja. Supernatant eemaldati ja rakkudele lisati tdpsustatud
kontsentratsioonis nanoosakesed DMEM so6tmes (antikehaga blokeerimise katsetes lisati 10

png/ml antikeha 15 minutit enne nanoosakesi). Rakke inkubeeriti nanoosakestega rotaatoril 37 °C
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2.2.6

2.2.7

juures tiks tund. Antikehadega tehtud katses kasutati rakuviliste Ag-nanoosakeste lahustamiseks
spetsiaalset soovituslahust (Braun jt, 2014). Seejdrel pesti rakke 2-3 korda 37 °C DMEM
s00tmega ja rakud suspendeeriti PBS-is. Proove modddeti ldbivoolutsiitomeetriga BD Accuri C6

Plus (BD Biosciences) ja andmeanaliiiis teostati samanimelise tarkvaraga.

AgNP-MMAE-RPAR-i seondumine NRP-1 b1b2 domeenile

AgNP-MMAE-RPAR nanoosakeste spetsiifilist seondumist NRP-1 retseptorile
demonstreeriti  magnetiliste  nikkel-nitrilotridadikhappega (Ni-NTA) agaroosikerakestega
(Qiagen), millele kinnitati histidiinméargisega metsiktiiiipi voi mutantne rekombinantne blb2
domeen NRP-1 valgust (Sanford Burnham Prebys Medical Discovery Institute). Selleks
lahjendati valgud seondumispuhvris, mis koosnes 1 M NaCl-ist (Sigma-Aldrich), 5 mM
imidasoolist (Sigma-Aldrich) ja 0,05% Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich) 50 mM ph 7,0 Tris
puhvris, kontsentratsioonini 0,5 mg/ml ja lisati magnetkerakestele. Pidrast iihetunnist
toatemperatuuril inkubeerimist rotaatoril Multi Bio RS-24 (Biosan) pesti kerakesi magneti abil 2
korda seondumispuhvriga, kuhu oli lisatud 0,1% veise seerumi albumiini (BSA; PAA). Seejirel
inkubeeriti  magnetkerakesi rotaatoril toatemperatuuril iiks tund AgNP-MMAE-RPAR
nanoosakestega. Pérast seondumispuhvriga pesu eemaldati kinnitunud nanoosakesed
elueerimispuhvriga, mis koosnes 400 mM imidasoolist, 300 mM NaCl-ist, 0,1% BSA-st ja 0,05%
IGEPAL CA-630 PBS-is, ning hobeda sisaldust eluaadis mdddeti UV-Vis spektrofotomeetriga
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific).

Margisevaba rakkude eluvoimelisuse analiiiis

Rakkude eluvdimelisuse modtmiseks valitud ajavahemikus kasutati instrumenti
XCELLigence RTCA DP (ACEA Biosciences) koos spetsiaalsete 16-siivendiliste
mikrotiiterplaatidega E-Plate 16 (ACEA Biosciences). Seade mdddab rakkude prolifereerumist,
morfoloogiat ja kinnitumist méargisevabalt ning reaalajas. Mikrotiiterplaatide siivendite pdhjad on
kaetud kullast mikroelektroodidega, mis juhivad tekitatud elektrivoolu. Plaadile kinnitunud rakud
parsivad mikroelektroodide vahelist juhtivust ehk suurendavad takistust, mida on vdimalik
tdlgendada erinevateks rakuparameetriteks. Instrumendiga xCELLigence tehtud modtmiste

kontekstis tdhistab termin ,rakkude eluvdimelisus® edaspidi rakukasvu indeksit, mis hdlmab
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2.3

2.3.1

rakkude eluvoimelisust, morfoloogilisi muutuseid ja adhesiooni substraadile. Instrumenti hoiti

rakukultuuriinkubaatoris 37 °C juures ja 5% CO, keskkonnas.

Plaatide siivenditesse pipeteeriti DMEM rakusddde ja moddeti taustsignaal. Seejérel lisati
stivenditesse rakud. Plaadid viidi tagasi instrumenti, rakkudel lubati 24 tundi kinnituda ja seejirel
lisati proovid (antikehaga blokeerimisel lisaks 10 pg/ml antikeha 15 minutit enne proovi). Parast
tihetunnist inkubatsiooni pesti rakke kaks korda 37 °C DMEM s&6tmega ja plaadid viidi tagasi
instrumenti. Mootmine 16petati vahemalt 63 tunni moodudes (alates proovi lisamisest). Saadud

andmeid analiiiisiti RTCA kasutajaliidesega ja graafikud joonestati MS Excelis.

Tulemused ja arutelu

Ag-nanoosakeste iseloomustus

Ag-nanoosakeste neelduvust mdddeti UV-Vis spektrofotomeetriliselt. Leiti, et neelduvuse
maksimum on lainepikkusel 415 nm ja spektri sabaosa ulatub lainepikkuseni 750 nm (joonis 5c).
Sellest tulenevalt on raskendatud moningate tavapiraste tsiitotoksilisuse analiiiiside kasutamine,
kus neelduvust moddetakse samas vahemikus, nagu nditeks 3-(4,5-dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2,5-
difentiiiltetrasooliumbromiidiga (MTT) rakuproliferatsiooni analiiiis (mddtmine lainepikkusel
570 nm). Hidrodiinaamilise diameetri mdotmiseks kasutati DLS-meetodit, millega saadi Ag-
nanoosakeste keskmiseks hiidrodiinaamiliseks diameetriks 103 £ 39 nm (joonis 5a). TEM-iga
tehtud piltidel Ag-nanoosakestest ndhti sarnase suurusega nanoosakesi, mis kinnitas DLS-
meetodiga saadud tulemusi. Lisaks oli TEM-i piltidelt ndha, et Ag-nanoosakesed olid erineva
kuju ja suurusega (joonis 5b), mis seletab suhteliselt suurt standardviga DLS-meetodiga

mootmisel. Samas selline heterogeensus on rakendatud siinteesimeetodi jaoks ootuspérane.

Ag-nanoosakeste elektrokineetilise potentsiaali ({-potentsiaal) modtmise tulemuseks saadi
- 0,611 + 0,888 mV (joonis 5d). Ag-nanoosakestele RPAR-i ja MMAE lisamisel
elektrokineetiline potentsiaal ei muutunud (— 0,653 + 0,883 mV), kuigi RPAR-i netolaeng on + 2
(MMAE on neutraalne). Elektrokineetilise potentsiaali samaks jiimine on seletatav sellega, et
suurem osa Ag-nanosakeste pinnast on kaetud umbes 60 kDa suuruste neutraalsete

neutraviidinide ja umbes 1 kDa suuruste lipoehape-PEG-molekulidega, mis varjestavad RPAR-
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iga lisanduva laengu. Uldiselt on kirjanduse andmeil nanoosakeste kergelt negatiivne pinnalaeng
in vivo (Xiao jt, 2011) ja in vitro (Slowing jt, 2006) kasutamiseks sobiv.

a
33 59 106 190 342 .c “ " ' . ® c
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Joonis 5. (a) DLS-meetodiga mdodetud Ag-nanoosakeste protsentuaalne jaotus hiidrodiinaamilise
diameetri alusel. Keskmine hiidrodiinaamiline diameeter on 103 + 39 nm; veapiirid tdhistavad
standardviga (n = 3). (b) TEM kujutis Ag-nanoosakestest. Md6tldik: 200 nm; suurendus: 93 000 x. (c)
Ag-nanoosakeste Uv-Vis spekter. (d) Leitud AQNP-MMAE-RPAR-i parameetrid. Suurus tdhistab DLS-
iga moddetud keskmist hiidrodiinaamilist suurust (n = 3); elektrokineetiline potentsiaal on kergelt

negatiivne (n = 3); tthel Ag-nanoosakesel on umbes 20 NHS-riithma kinnituskohta, mis vastab MMAE
Kinnituskohtadele.

Lisaks arvutati kaudselt MMAE molekulide arv Ag-nanoosakese kohta ja sellest
tulenevalt ka AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioon MMAE jérgi. Fluorestseiini (FAM)
seerialahjenduste fluorestsentsi intensiivsuse véértuste pohjal konstrueeriti standardkover (R2 =
0,9998). Saadud vorrandisse sisestati AgNP-FAM-iga saadud vaértused ja hGbeda nanoosakeste
kontsentratsiooni pdhjal leiti, et iihel Ag-nanoosakesel on keskmiselt 20 NHS-riihma

seondumiskohta (joonis 5d). Uks iihele arvestusega tihendab see, et AgNP-MMAE-RPAR
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osakeste kontsentratsioon MMAE jargi on 20 korda suurem kui hobeda nanoosakeste enda

kontsentratsioon. Saadud tulemused on heas kooskdlas kaastodtajate saadud tulemustega.

2.3.2 AgNP-MMAE-RPAR-i NRP-1-vahendatud seondumine PPC-1 rakkudele

0.3 —WT + AgNP-MMAE-RPAR

— MUT + AgNP-MMAE-RPAR

— WT + AgNP

----- MUT + AgNP

Neelduvus (AU)
=

0,1 - - . . - - - -
320 370 420 470 520 570 620 670 720

Lainepikkus (nm)

Joonis 6. AQNP-MMAE-RPAR-i seondumine NRP-1 valgu b1b2 domeenile. Magnetkerakestele kinnitati
heksahistidiinmérgisega NRP-1 metsiktiiipi (WT) voi mutantne (MUT) blb2  domeen, kerakesi
inkubeeriti rotaatoril nanoosakestega (1,5 nM) iiks tund ja pesti seondumispuhvriga; valgud ja seondunud
nanoosakesed eemaldati elueerimispuhvriga ning UV-Vis spektrofotomeetriga mdddeti hdbeda
nanoosakeste neelduvust eluaadis. Kontrollvalguna kasutati mutantset blb2 domeeni (MUT),

kontrollosakestena Ag-nanoosakesi (AgNP).

AgNP-MMAE-RPAR-i NRP-1-vahendatud seondumise uurimiseks viidi 1dbi katse
magnetiliste  Ni-NTA agaroosikerakestega, kuhu kinnitati NRP-1 valgu blb2 domeen.
Kontrollvalguna kasutati NRP-1 retseptori mutantset b1b2 domeeni, kuhu seondumist ei peaks
toimuma. Eelnevalt on demonstreeritud, et RPAR-i seondumiskohaks on just nimelt blb2
domeen (Teesalu jt, 2013). Tulemustest oli selgesti ndha, et AGNP-MMAE-RPAR seondus
metsiktliipi blb2 domeenile, kuid mutantsele valgule ja kontrollosakestega seondumist ei

toimunud (joonis 6).
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Joonis 7. AgNP-RPAR-i seondumine PPC-1 (NRP-1 positiivsed) ja M21 (NRP-1 negatiivsed) rakkudele.
(a) Konfokaalmikroskoopia: rakke inkubeeriti rakukultuuris CF555-mérgistatud (punane) nanoosakestega
(1,5 nM) iiks tund, pesti sooja s66tmega, fikseeriti 4% PFA-ga ja rakutuumad vérviti DAPI-ga (sinine).
Mootldik: 20 um. (b) Lébivoolutsiitomeetria: rakke inkubeeriti iiks tund suspensioonis rotaatoril
nanoosakestega (1,5 nM), pesti sooja so0tmega, suspendeeriti PBS-is ja ldbivoolutsiitomeetriga mdddeti
kiilghajuvust. Rakkudele seondunud ja neisse sisenenud nanoosakeste tdttu suureneb kiilghajuvuse

vadrtus. AU tdhistab kiilghajuvuse suhtelist ithikut (ingl. arbitrary unit) ja x-telg on logaritmskaalas.

Jargmisena tehti seondumiskatse NRP-1 valku {ileekspresseeriva eesnddrmevihi
rakuliiniga PPC-1; kontrollina kasutati M21 melanoomirakke, mis NRP-1 ei ekspresseeri

(Teesalu jt, 2009). Kvalitatiivne katse tehti konfokaalmikroskoobiga (joonis 7a), kus Ag-
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2.3.3

nanoosakeste visualiseerimiseks asendati MMAE fluorestsentsmérgisega CF555 ja kvantitatiivne
katse labivoolutsiitomeetriga (joonis 7b). Labivoolutsiitomeetria voimaldab kiilghajuvuse (ingl.
side scatter) moGtmisega eristada rakke, kuhu on seondunud voi sisenenud Ag-nanoosakesed,

mis muudavad valgushajuvust ja rakusisest tihedust.

Tulemustest (joonis 7) oli selgesti ndha AgNP-RPAR-i spetsiifilist seondumist PPC-1
rakkudele. Konfokaalmikroskoobi kujutisel joonistus PPC-1 rakkudele lisatud AgNP-RPAR
nanoosakeste signaalist vélja rakumembraani kontuur, mis viitas sellele, et suurem osa
nanoosakestest oli seondunud rakumembraanile vai asusid selle 1dheduses. Lisaks oli ndha rakku
sisenenud AgNP-RPAR-i osakesi. Katse tulemused on kooskdlas NRP-1 b1b2 domeeniga tehtud
katsega (joonis 6) ja iihtlasi kinnitab see hiipoteesi, et CF555-margise asendamine MMAE-ga ei
mdjuta Ag-nanoosakeste seondumist NRP-1 retseptorile.

AgNP-MMAE-RPAR-i NRP-1-vahendatud sisenemine PPC-1 rakkudesse

AgNP-RPAR-i rakkudesse sisenemise NRP-1 retseptorist sdltuvuse uurimiseks kasutati
NRP-1 vastast antikeha, mis blokeerib RPAR-i seondumiskoha NRP-1 retseptoril. Parast NRP-1
vastase antikehaga blokeerimist lisati rakkudele AgNP-RPAR-i. Kahe erineva meetodiga 1abi
viidud katsete tulemused (joonis 8) niitasid, et AQNP-RPAR-i seondumine PPC-1 rakkudele
vihenes blokeeriva NRP-1 vastase antikeha (kuid mitte kontroll 1gG) lisamisel. AQNP-RPAR-i
teatud maéral seondumise pdhjuseks oli arvatavasti AgQNP-RPAR-i multivalentsusest tulenev
funktsionaalse afiinsuse suurenemine, mis vdimaldas AgNP-RPAR-il teatud osa antikehadest

vilja konkureerida.

Rakusiseste AgNP-RPAR osakeste tuvastamiseks kasutati spetsiaalset hdbeda
soovituslahust (Braun jt, 2014). S66vituslahuse kasutamisel viahenes taustsignaal ja mikroskoopia
tulemustest (joonis 8a) oli ndha, et NRP-1 vastase antikehaga blokeeritud rakkudesse sisenes
AgNP-RPAR vidga vidhesel maédral. Lébivoolutsiitomeetria tulemus (joonis 8b) Kkinnitas
mikroskoopia katses nihtut: séovituslahusega toodeldud blokeerimata NRP-1 retseptoriga PPC-1
rakkudes eristusid selgesti AQNP-RPAR-i osakesed, mis olid rakku sisenenud. Need tulemused
kinnitasid, et AgNP-RPAR seondub PPC-1 rakkudele NRP-1 retseptori vahendusel ja siseneb

rakkudesse.
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Joonis 8. AgNP-RPAR-i seondumine NRP-1 vastase antikehaga (a-NRP-1) blokeeritud PPC-1 rakkudele.
Kontrollina kasutati IgG antikeha. Spetsiaalne hdbeda soovituslahus (SL) lahustab rakuvélised Ag-
nanoosakesed ja vdhendab taustsignaali. (a) Konfokaalmikroskoopia: rakke inkubeeriti rakukultuuris
antikehaga (10 ul/ml) 15 minutit, seejérel lisati CF555-margistatud (punane) nanoosakesed (1,5 nM),
inkubeeriti iks tund, pesti sooja s66tmega, fikseeriti 4% PFA-ga ja rakutuumad vérviti DAPI-ga (sinine).
Mo6tldik: 20 um. (b) Labivoolutsiitomeetria: rakke inkubeeriti rakukultuuris antikehaga (10 pl/ml) 15
minutit, seejdrel lisati nanoosakesed (1,5 nM), inkubeeriti suspensioonis rotaatoril {iks tund, pesti sooja
sO0tmega, suspendeeriti PBS-is ja moddeti ldbivoolutsiitomeetriga fluorestsentsi intensiivsust (585/40

nm). RFU (ingl. relative fluorescence unit) on fluorestsentsi intensiivsuse suhteline iihik ja x-telg on

logaritmskaalas.

AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioonist soltuv méju PPC-1 ja M21
rakkudele

Leidmaks optimaalset AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsiooni, millel oleks suurim
voimalik tsiitotoksiline moju PPC-1 rakkudele, ilma et esineks ebaspetsiifiline tsiitotoksiline

mdju M21 kontrollrakuliinile, teostati kdigepealt konfokaalmikroskoopia pdhine pilootkatse,
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milles rakkudele lisati kolmes kontsentratsioonis (0, 33, 100 nM ravimi jargi) AgNP-MMAE-
RPAR-i. Selle katse tulemustest (lisa 1) néhti, et 33 nM kontsentratsiooni juures oli elus umbes
40% PPC-1 rakkudest, kuid hakkas ilmnema ka ebaspetsiifiline tsiitotoksiline moju M21
rakkudele. AgNP-MMAE-RPAR-i ebaspetsiifiline m&ju M21 rakkudele tulenes ilmselt
nanoosakeste taustseondumisest siivendiplaadile ja voimalikust agregeerumisest, mida on
nanoosakeste suure kontsentratsiooni puhul tdheldatud ka varasemates katsetes. Rakkude
eluvoimelisuse hindamine konfokaalmikroskoopiaga andis liiga palju varieeruvaid tulemusi,
mistOttu otsustati kasutada alternatiivset meetodit. Selleks meetodiks valiti reaalajas méargisevaba

rakkude eluvdoimelisuse modtmist voimaldav x CELLigence’1 analiiiis.

Seade xCELLigence mdddab siivendiplaadi pdhjas olevate kullast mikroelektroodide abil
elektrivoolu juhtivust. Plaadile kinnitunud rakud parsivad mikroelektroodide vahelist juhtivust,
mille véljundiks on rakukasvu indeks (ehk rakkude eluvdimelisus). Seadmega uuriti AgNP-
MMAE-RPAR-i moju PPC-1 ja M21 rakkudele 63 tunni jooksul (joonis 9). AgNP-MMAE-
RPAR-i tsiitotoksiline mdju hakkas ilmnema paar tundi parast rakkudele lisamist. Toenéoliselt oli
selleks ajaks rakkudesse sisenenud piisaval hulgal miirgiga laetud nanoosakesi ja oli toimunud
Val-Cit iihendusliili 16hustumine liisosomaalse katepsiin B-ga, mille tulemusena vabanes
tsiitotoksiline MMAE.

Joonisel 9 on AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioonid antud MMAE jérgi. AgNP-
MMAE-RPAR-i tsiitotoksiline mdju PPC-1 rakkudele ilmnes juba alates 2 nM AgNP-MMAE-
RPAR-i kontsentratsioonist ja 16 nM kontsentratsiooni puhul oli tsiitotoksiline mdju koige
suurem. Pirast 24 tundi joudis 16 nM vastav kdver platoole, millest vois jareldada, et selleks
ajaks oli valdav enamik rakkudest kas surnud v&i jagunemisvdoimetud (MMAE on
antimitootiline). AgNP-MMAE-RPAR-i 9 nM kontsentratsiooni puhul oli sama efekti ndha 10
tundi hiljem, kusjuures kuni 24. tunnini oli mdju vordne 16 nM kontsentratsiooniga. Selle 10-
tunnise perioodi jooksul oli 9 nM Kkontsentratsiooni puhul n#ha, et teatud osa PPC-1
rakupopulatsioonist suutis liihiajaliselt taastuda. Vaatamata viiksele viivitusele ei suutnud PPC-1

rakud jagunemisvdimet siilitada ja 34. tunnist hakkas vastav kover uuesti langema (joonis 9).

Kontrollrakuliiniga M21 1dbi viidud katse tulemused néitasid, et AQNP-MMAE-RPAR ei

omanud 9 nM kontsentratsiooni puhul rakkude eluvdimelisusele ja jagunemisele olulist moju,
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kuid 16 nM kontsentratsiooni juures toimus hiippeline langus (joonis 9). Kahe rakuliiniga tehtud
katsete tulemuste analiilisimisel otsustati, et sobiv AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioon

edasisteks katseteks on 9 nM.
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Joonis 9. AgNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioonist soltuv mdju PPC-1 ja M21 rakkude eluvoimelisusele
63 tunni jooksul parast rakkudele lisamist. Rakke kasvatati 24 tundi rakukultuuris, seejérel inkubeeriti
AgNP-MMAE-RPAR-iga iiks tund, pesti sooja sootmega ja kasvatati vihemalt 63 tundi, mdotes rakkude
eluvoimelisust iga 30 minuti jarel seadmega XCELLigence. Arvutatud AgNP-MMAE-RPAR-i ICs
vadrtus: 1,75 nM; arvutatud PPC-1 jagunemisaeg: 33,4 + 0,7 h ja M21 jagunemisaeg: 28,2 + 0,2 h. AgNP-
MMAE-RPAR-i kontsentratsioonid on antud ravimi jérgi; leitud optimaalne AgNP-MMAE-RPAR-i
kontsentratsioon: 9 nM. Veapiirid tdhistavad standardviga igas mddtmispunktis (n = 4). AU tdhistab
suhtelist iihikut.

Joonisel 9 esitatud tulemuste podhjal arvutati vélja PPC-1 ja M21 rakuliinide
jagunemisajad. PPC-1 rakkude jagunemisajaks saadi 33,4 = 0,7 tundi ja M21 jagunemisajaks
28,2 £ 0,2 tundi, mis vastab kirjanduses esitatud andmetele (Brothman jt, 1989). PPC-1
rakkudega teostatud katse pohjal arvutati AgNP-MMAE-RPAR-i ICs véadrtus: 1,75 nM.
Siinkohal tuleks silmas pidada, et antud ICsy véértus ei ole absoluutne ja sdltub muu hulgas
kasutatavast rakuliinist, analiiiisimeetodist ja katse {ilesehitusest. Kuna xCELLigence’i
tsiitotoksilisuse analiiiisis kasutatakse algandmetena rakkude siivendiplaadile kinnitumisega
kaasnevat juhtivuse muutust, siis mdjutavad tulemusi ka rakkude substraadilt lahti tulemine ja

morfoloogilised muutused, mitte ainult otsene rakusurm.
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2.3.5 AgNP-MMAE-RPAR-i tsiitotoksiline méju PPC-1 rakkudele

Uurimaks AgNP-MMAE-RPAR-i tsiitotoksilist mdju 1dhemalt, viidi 18bi katse, kus PPC-
1 rakkudele lisati ainult so6det, vaba MMAE-d, vaba RPAR-i, Ag-nanoosakesi, MMAE-ga Ag-
nanoosakesi, RPAR-iga Ag-nanoosakesi ja niit MMAE kui ka RPAR-iga Ag-nanoosakesi. AgNP-
MMAE-RPAR-i tsiitotoksiline mdju oli statistiliselt oluline (p-vaértus: 0,00135; joonis 10) ning
kontrollidest mdjutas PPC-1 rakkude eluvdimelisust ainult AgNP-RPAR kontroll, mis oli
monevorra tllatuslik. Vaatamata sellele, et AgNP-RPAR-i tsiitotoksiline moju 24 tunni
ajapunktis oli statistiliselt ebaoluline (joonis 10b), oli joonisel 10a siiski ndha, et AQNP-RPAR-i
kovera tdus oli vdiksem kui iilejddnud kontrollidel. See andis alust arvata, et AgNP-RPAR

mdjutab NRP-1 kaudu rakkude eluvdimelisust.

Kirjanduse pohjal on teada, et NRP-1 retseptor vahendab muu hulgas rakkude
jagunemises ja kinnitumises olulist rolli méangivaid signaale (Murga jt, 2005; Rizzolio ja
Tamagnone, 2011). Seega parsib NRP-1 blokeerimine rakkude jagunemis- ja adhesioonivoimet ja
seetdttu voiks arvata, et AGNP-RPAR kiitus NRP-1 antagonistina. Samas oli niha, et vabal
RPAR-il sellist moju ei ole — seda vOib pohjendada AgNP-RPAR-i multivalentsus, mis
suurendab funktsionaalset afiinsust ja vdhendab dissotsiatsioonikiirust vorreldes vaba RPAR-iga.
Seega vOib vaba RPAR kiiremini vabastada NRP-1 retseptori, mis vdimaldab NRP-1
funktsionaalsuse vordlemisi kiiret taastumist, kuid AgNP-RPAR blokeerib NRP-1 retseptorit
piisavalt kaua, et mdjutada rakkude eluvoimelisust. Pakutud hiipoteesi tdestamiseks oleks vaja
teha tdiendavaid katseid, nditeks katse, kus PPC-1 rakkudele lisatakse ainult NRP-1 vastane
antikeha. Juhul kui NRP-1 vastasel antikehal oleks sarnane moju, kinnitaks see, et PPC-1 rakkude

eluvoimelisuse vihenemise pohjuseks on AgNP-RPAR-i antagonistlik mdju.
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Joonis 10. AgNP-MMAE-RPAR-i mdju PPC-1 rakkude eluvdimelisusele. AQNP-MMAE-RPAR-il oli
tugev tsiitotoksiline mdju, ménevdrra tllatuslikult ndis AGQNP-RPAR kiituvat NRP-1 antagonistina. Rakke
kasvatati 24 tundi rakukultuuris, seejdrel inkubeeriti AQNP-MMAE-RPAR-i voi kontrolliga iiks tund,
pesti sooja s60tmega ja kasvatati vihemalt 63 tundi, mootes rakkude eluvoimelisust iga 30 minuti jérel
seadmega XCELLigence. AQNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioon MMAE jérgi oli 9 nM ja kontrollide
kontsentratsioonid olid ekvivalentsed. Veapiirid tdhistavad standardviga igas md&tmispunktis (n = 3). (@)
AgNP-RPAR-MMAE ja kontrollide m&ju PPC-1 rakkudele 63 tunni jooksul parast rakkudele lisamist. AU
tahistab suhtelist iihikut. (b) Rakkude protsentuaalne eluvdimelisus nanoosakestega tootlemata kontrolli
suhtes 24 tunni ajapunktis. Veapiirid tdhistavad standardviga (n = 3). Horisontaalsed jooned viitavad p-
vadrtusele, kus s.e. tdhistab statistiliselt ebaolulist ja ** on < 0,01 (AgNP-MMAE-RPAR-i p-véirtus:
0,00135).
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Joonisel 10 esitatud tulemustest oli ndha, et MMAE {iksi ei olnud 9 nM kontsentratsiooni
puhul PPC-1 rakkudele tsiitotoksiline, kuigi kirjanduse andmeil on MMAE ICs véértus 3,2 + 0,5
nM (Doronina jt, 2003). Erinevuse kirjanduse andmetega pdhjustas ilmselt teistsugune katse
ilesehitus: parast tihetunnist inkubeerimist MMAE, RPAR-i1 vi1 nanoosakestega pesti rakke iiks
kord s66tmega. Suunatud osakesed, nagu nditeks AgNP-RPAR ja AQNP-MMAE-RPAR, jouavad
selleks ajaks sihtmérgiga seonduda ja rakku siseneda, kuid suunamata MMAE mdju ei joua veel

avalduda.

Edasi moddeti AQNP-MMAE-RPAR-i mdju NRP-1 vastase antikehaga blokeeritud PPC-
1 rakkude eluvoimelisusele ja jagunemisele (joonis 11). IgG kontrolliga PPC-1 rakkude
eluvdimelisus vastab positiivsele kontrollile, milleks antud juhul oli ainult AQNP-MMAE-RPAR.
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Joonis 11. AgNP-MMAE-RPAR-i mgju NRP-1 vastase antikehaga (a-NRP-1) blokeeritud PPC-1 rakkude
eluvdimelisusele 63 tunni jooksul parast rakkudele lisamist. NRP-1 vastane antikeha vihendab AgNP-
MMAE-RPAR-i seondumist ja vo0ib kiituda NRP-1 antagonistina. AgNP-MMAE-RPAR-i
kontsentratsioon MMAE jéargi on 9 nM. Kontrollina kasutati IgG antikeha ja veapiirid tdhistavad
standardviga igas modtmispunktis (n = 3). AU tdhistab suhtelist tihikut.

Katse tulemused néitasid, et NRP-1 vastase antikehaga blokeeritud PPC-1 rakkude

eluvoimelisus oli oluliselt vdiksem kui s66tmega kontrollil. Vottes arvesse eelmiste katsete
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tulemusi (joonis 8 ja joonis 10), vdis antud katses ndhtud moju tuleneda kahest erinevast
mojurist. Esiteks vois AgGNP-MMAE-RPAR teatud méadral NRP-1 vastase antikeha vilja
konkureerida, voimaldades AgNP-MMAE-RPAR-il NRP-1 retseptorile seonduda ja rakku
siseneda. Teiseks vois NRP-1 vastane antikeha toimida NRP-1 antagonistina, pérssides seeldbi
rakkude eluvoimelisust. Alternatiivselt on voimalik, et kogu ndhtud moju tulenes AQNP-MMAE-
RPAR-ist, mille vilistamiseks oleks vaja teha tdiendav katse, kus PPC-1 rakkudele lisatakse
ainult NRP-1 vastane antikeha. Uhtlasi aitaks selline katse selgust saada AgNP-RPAR-i

voimaliku antagonistliku moju osas, nagu on arutletud eespool.

Eelmainitud katsete tulemused viitavad sellele, et AgNP-MMAE-RPAR-il vdib olla
topeltmdju: MMAE-st tingitud tugev antimitootiline aktiivsus ja NRP-1 funktsiooni pérssiv
moju. Selline AgNP-MMAE-RPAR-i topeltmdju oleks kasvajaravis eriti kasulik, sest
nanoosakesele kinnitatud CendR-peptiid ei muuda siisteemi ainult kasvajaspetsiifiliseks, vaid

lisab ka kasvajarakkude eluvdimelisust parssiva moju.

AgNP-MMAE-RPAR-i méju PPC-1 ja M21 segakultuurile

Mikroskoopia ja ldbivoolutsiitomeetria abil uuriti ka AQNP-MMAE-RPAR-i tsiitotoksilist
mdju PPC-1 ja M21 rakkude segakultuurile (joonis 12). Segakultuur matkib monevdrra paremini
kasvajat, sest segakultuuris kasvavad sihtmirkrakud teiste rakkudega korvuti. Rakkude
eristamiseks segakultuuris kasutati GFP valku ekspresseerivat PPC-1 rakuliini. Kontrollina

kasutati ainult MMAE-ga Ag-nanoosakesi, mis segakultuurile moju ei avaldanud.

Mikroskoopia (joonis 12a) ja labivoolutsiitomeetria (joonis 12b) katse tulemused
tthilduvad: AgNP-MMAE-RPAR tapab segakultuuris selektiivselt PPC-1-GFP rakke.
Léabivoolutsiitomeetria katse tulemuste kvantifitseerimisel leiti, et sddtmega kontrollis on PPC-1-
GFP rakkude osahulk 21%, AgNP-MMAE-ga kontrollis 20% ja AgNP-MMAE-RPAR-iga oli
PPC-1-GFP osahulk ainult 1%. See tdhendab, et ihetunnise AgNP-MMAE-RPAR-iga
inkubeerimise jdrel suri 96% sihtmérkrakkudest. Vdhesel médiral oli mirgata ka moju M21

rakkudele, mille arv oli vorreldes kontrollidega mdnevdrra viahenenud (joonis 12b).
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Joonis 12. AgNP-MMAE-RPAR-i moju PPC-1-GFP ja M21 rakkude segakultuurile. Nanoosakeste
kontsentratsioon MMAE jargi oli 9 nM. (a) Konfokaalmikroskoopia: PPC-1-GFP ja M21 rakke
inkubeeriti iitheskoos suspensioonis rotaatoril AGQNP-MMAE-RPAR-iga iiks tund, pesti sooja s66tmega,
kiilvati siivendiplaadile, Kasvatati 96 tundi, pesti sooja sootmega, fikseeriti 4% PFA-ga ja rakutuumad
varviti DAPI-ga (sinine). PPC-1-GFP rakud on rohelised. Mo6tloik: 100 um. (b) Lébivoolutsiitomeetria:
PPC-1-GFP ja M21 rakke inkubeeriti {iheskoos suspensioonis rotaatoril AQNP-MMAE-RPAR-iga iiks
tund, pesti sooja s0Otmega, suspendeeriti PBS-is ja ldbivoolutsiitomeetriga mdddeti fluorestsentsi
intensiivsust (533/30 nm). Vasakpoolsed piigid vastavad M21 rakupopulatsioonile ja parempoolsed PPC-
1-GFP rakupopulatsioonile. S66tmega kontrollis oli PPC-1-GFP rakkude osahulk 21%, AgNP-MMAE
kontrollis 20% ja AgNP-MMAE-RPAR-iga 1%. RFU on fluorestsentsi intensiivsuse suhteline iihik, x-telg

on logaritmskaalas.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva uurimistod eesmargiks oli uurida vdhiravimi MMAE ja CendR-peptiidiga
RPARPAR funktsionaliseeritud hobeda nanoosakeste mdju NRP-1 iileekspresseerivale PPC-1
eesnadrmekartsinoomi rakuliinile in vitro. Lisaks uuriti AQNP-MMAE-RPAR-i omadusi, voimet

seonduda NRP-1 retseptorile ja siseneda selle vahendusel PPC-1 rakkudesse.

Uurimistds ndidati, et AQNP-MMAE-RPAR seondus spetsiifiliselt NRP-1 retseptorile ja
et MMAE lisamine AgNP-RPAR osakestele ei mojutanud nende seondumisvdimekust.
Tsiitotoksilisuse maérgisevaba mdootmisega (XCELLigence) leiti optimaalne AgNP-MMAE-
RPAR-i kontsentratsioon, mille puhul tsiitotoksiline mdju PPC-1 rakkudele oleks maksimaalne,
kuid ei esineks ebaspetsiifilist tsiitotoksilisust kontrollrakuliinile. PPC-1 rakkudega teostatud
tsiitotoksilisuse katsete tulemused néitasid, et 24. tunniks parast AQNP-MMAE-RPAR-i lisamist
olid koik vahirakud kas surnud voi jagunemisvdimetud. Lopuks uuriti AQNP-MMAE-RPAR-i
tsiitotoksilist moju segakultuurile, kus sihtmirkrakud kasvavad korvuti iilejddnud rakkudega.

Leiti, et AQNP-MMAE-RPAR-i lisamisel suri 96% sihtmérkrakkudest.

Modnevaorra illatuslikult leiti, et AQNP-RPAR-il voib olla NRP-1 funktsiooni pérssiv
mdju, mis vdhendab samuti PPC-1 rakkude eluvdimelisust. See tdhendaks, et AQNP-MMAE-
RPAR-il on topeltmdju: MMAE-st tingitud antimitootiline aktiivsus ja RPAR-ist tingitud NRP-1
funktsiooni pérssiv moju. On ndidatud, et NRP-1 osaleb signaaliiilekanderadades, mis mdjutavad
kasvaja eluvoimelisust ja angiogeneesi ning vihirakkude migratsiooni — seetottu oleks AgNP-
MMAE-RPAR-i topeltmdju kasvajaravis eriti  kasulik. Kéiesolevas t60s véljaarendatud

transportsiisteem on mudeliks jargnevatele projektidele.
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SUMMARY

Effect of CendR-peptide Targeted Therapeutic Silver Nanoparticles on Prostate Cancer
Cells

Allan Tobi

Cancer is a leading cause of death in the world. Conventional chemotherapeutics have
high systemic toxicity and serious side-effects. Affinity ligands (peptides, antibodies) can be
added to biocompatible nanocarriers coupled with cytotoxic drugs to increase their tumor

selectivity.

The aim of the study was to evaluate silver nanoparticles (AgNP) as carriers of cytotoxic
compounds to cancer cells. Additionally, experiments were carried out to assure that coupling
MMAE to previously developed AgNP-RPAR nanoparticles would not affect their ability to bind
to NRP-1 positive cells.

AgNPs were coupled with an antineoplastic agent monomethyl auristatin E (MMAE) and
functionalized with CendR peptide RPARPAR (RPAR) that binds to neuropilin-1 (NRP-1)
overexpressed in tumors. Coupling of MMAE to AgNP-RPAR did not affect cellular uptake of
nanoparticles. To evaluate the cytotoxicity of AgNP-MMAE-RPAR, microscopy- and flow
cytometry-based methods, as well as a label-free real-time cell viability assay (XCELLigence)
were used. In a mixed culture of PPC-1 and NRP-1 negative M21 cells, treatment with AgNP-
MMAE-RPAR selectively killed 96% of the PPC-1 cells whereas the M21 cells were not
affected. AgNP-RPAR particles without MMAE payload had a mild negative effect on cell
viability, suggesting that AgNP-MMAE-RPAR might additionally act as a NRP-1 antagonist.

The study demonstrates that peptide-targeted AgNPs can be used as carriers for specific
delivery of coupled cytotoxic compounds to the cultured cells. In follow-up studies the efficacy
of the AgNP platform for in vivo targeted anticancer drug delivery will be evaluated.
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Lisa 1. AQNP-MMAE-RPAR-i kontsentratsioonist soltuv mdju PPC-1 (NRP-1 positiivne) ja M21 (NRP-1
negatiivne) rakkudele. Kontsentratsioonid on antud MMAE jargi. Rakke inkubeeriti rakukultuuris AgNP-
MMAE-RPAR-iga iiks tund, pesti sooja sd6tmega, rakkude plasmamembraan vérviti CellMask Green
vérviga, fikseeriti 4% PFA-ga ja rakutuumad vérviti DAPIga. Andmed on saadud

konfokaalmikroskoobiga tehtud piltide kvantifitseerimisel ja analiilisimisel. Veapiirid tdhistavad
standardviga (n = 6).
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